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Efecto de varios aditivos y suplementos nutricionales en las emisiones de metano y 
los parámetros de la fermentación ruminal in vitro 
 
Resumen 
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de cinco aditivos y suplementos 
nutricionales, en tres forrajes tropicales de calidad nutricional contrastante, sobre las emisiones 
de metano y los parámetros de la fermentación ruminal, por medio de la técnica de gases. Se 
utilizaron tres niveles de inclusión para cada aditivo y/o suplemento, en los forrajes; 
Pennisetum clandestinum como forraje de calidad nutricional alta, Megathyrsus maximus como 
forraje de calidad nutricional media y Brachiaria humidicola como forraje de calidad nutricional 
baja. Los aditivos o suplementos y sus niveles de inclusión utilizados fueron: monensina  0.2, 
0.4 y 0.6%; ácido fumárico 5, 10 y 15%; taninos de Acacia mearnsii  1, 3 y 5%; aceite de 
palmíste 2, 4 y 6% y glicerina sólida 7, 14 y 21% de la MS. Se realizaron tres técnicas de 
gases, una por cada forraje durante 24 y 48 horas de incubación. Los resultados obtenidos 
indican que bajo nuestras condiciones experimentales, la monensina disminuye las emisiones 
de metano, pero afecta negativamente otros parámetros de la fermentación ruminal in vitro, 
como la DMS, DFDN, DFDA, DPC, producción de gas y concentración de AGV. El ácido 
fumárico no reduce las emisiones de metano, pero aumenta otros parámetros como la 
producción de gas y la concentración de AGV (especialmente ácido propiónico). La inclusión 
de 1% de taninos en forrajes de calidad nutricional alta como el Pennisetum clandestinum, 
disminuye las emisiones de metano sin afectar la degradación de la materia sólida y la fracción 
fibrosa (FDN y FDA), y la inclusión de 5% de taninos, en forrajes de calidad nutricional baja 
como la Brachiaria humidicola, disminuye las emisiones de metano, pero puede disminuir 
algunos parámetros de la fermentación ruminal como la DMS, DFDN y DFDA. Por su parte, la 
inclusión de aceite de palmíste en forrajes de alta calidad como el Pennisetum clandestinum y 
de media calidad como el Megathyrsus maximus , no disminuye la emisiones de metano, pero 
su inclusión en forrajes de baja calidad como el Brachiaria humidicola, disminuye las emisiones 
de metano, pese a que niveles de inclusión superiores al 4% pueden disminuir la degradación 
de la MS, FDN, FDA y la concentración molar de AGV. Finalmente, la inclusión de 7% de 
glicerina en forrajes de calidad nutricional alta como el Pennisetum clandestinum, disminuye la 
producción de metano, aumenta la DFDA, la DPC, los AGV (principalmente ácido propiónico) y  
disminuye la relación A/P, sin afectar los otros parámetros de la fermentación ruminal 
evaluados (gas, pH, NH3-N, DMS, DFDN, ácido butírico). Sin embargo, en forrajes de media y 
baja calidad nutricional como el Megathyrsus maximus  y el Brachiaria humidicola, no 
disminuye las emisiones de metano, pese a que aumenta la producción de gas, la 
concentración de AGV (especialmente ácido propiónico), la DFDA y DPC (en algunos casos) y 
disminuye la relación A/P. 
 
 
Palabras claves: monensina, ácido fumárico, taninos, aceite de palmíste, glicerina, forrajes 
tropicales 
 
 
 
 
 
 
Contenido IX 
 
Abstract 
 
The aim of the current study was evaluate the effect of five nutritional additives, in three tropical 
forages of contrasting chemical composition, on methane emissions and ruminal fermentation 
parameters, by means of the technique of gas (IVGPT). We used three inclusion levels for each 
additive, on the pastures; Pennisetum clandestinum (high chemical composition), Megathyrsus 
maximus (average chemical composition) and Brachiaria humidicola (low chemical 
composition). The additives and levels used were: monensin 0.2, 0.4, and 0.6%; fumaric acid 5, 
10, and 15%; tannins from Acacia mearnsii 1, 3, and 5%; palm oil 2, 4 and 6% and glicerol 7, 
14, and 21% of DM. Techniques of gases were three, one for each grass, for 24 and 48 hours 
of incubation. The results indicate under our experimental conditions, the monensin reduces 
emissions of methane, but negatively affects other parameters of rumen fermentation in vitro, 
such as DMD, NDFD, ADFD, CPD, gas production and VFA concentration. Fumaric acid does 
not reduce emissions of methane, but increases other parameters such as gas production and 
VFA concentration (especially propionic acid). The inclusion of 1% tannin on high chemistry 
composition grass as Pennisetum clandestinum, reduces methane emissions without affecting  
degradation of dry matter and the fibrous fraction (NDF and ADF), and the inclusion of 5% of 
tannins on low chemistry composition grass as Brachiaria humidicola, reduces emissions of 
methane, but can reduce some rumen fermentation parameters such as DMD, NDFD and 
ADFD. On the other hand, the inclusion of palm oil on high chemistry composition grass as 
Pennisetum clandestinum, and average chemistry composition grass as Megathyrsus maximus, 
not reduce methane emissions, but their inclusión on low chemistry composition grass as 
Brachiaria humidicola, decrease methane emissions, although inclusion levels above 4% may 
decrease the degradation of DM, NDF, ADF and molar concentration of VFA. Finally, the 
inclusion of 7% glicerol on high chemistry composition grass as Pennisetum clandestinum, 
decreases the production of methane and increases ADFD, CPD, the AGV (mainly propionic 
acid) and reduces ratio acetic/propionic, without affecting other ruminal fermentation 
parameters evaluated (gas, pH, NH3-N, DMD, NDFD, butyric acid). However, the average and 
low chemistry composition grasses as Megathyrsus maximus and Brachiaria humidicola, not 
decrease methane emissions, despite increasing gas production, VFA concentration (especially 
propionic acid), CPD and ADFD (in some cases), and decrease ratio acetic/propionic. 
 
 
Keywords: monensin, fumaric acid, tannins, palm oil, glicerol, tropical grass.
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C2 Ácido Acético 
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C4 Ácido Butírico 
C4H4O4 Molécula de ácido fumárico 
CEN Cenizas 
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SÍMBOLO O ABREVIATURA TÉRMINO 
DMS Digestibilidad de la Materia Seca 
DPC Digestibilidad de la Proteína Cruda 
EE Extracto Etéreo 
FDA Fibra en Detergente Ácido 
FDN Fibra en Detergente Neutro 
GEI Gases de Efecto Invernadero 
H Hidrógeno 
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°C Grados centígrados 
PC Proteína Cruda 
pH Potencial de hidrógeno 
pKa Constante de disociación de un ácido 
 
 Introducción 
 
Las tasas de acumulación de metano y dióxido de carbono en la atmósfera han cambiado 
drásticamente en los últimos años, presentándose un incremento de forma exponencial 
(Preston et al., 1989). Varias investigaciones, indican que las emisiones de gas metano por el 
ganado bovino, son alrededor de 58 millones de toneladas/año, representando el 73% del total 
de emisiones (80 millones) de todas las especies de animales domésticos, siendo el ganado 
bovino el responsable del 15% de la producción de metano global, con el agravante que este 
gas posee 21 veces más potencial de calentamiento que el dióxido de carbono (IPCC, 2007). 
 
La producción de metano es parte del proceso digestivo normal de los herbívoros rumiantes y 
se produce en su pre-estómago (rumen). La fermentación de material vegetal que ingieren los 
rumiantes, es un proceso anaeróbico que convierte los carbohidratos provenientes de la 
celulosa y la hemicelulosa en ácidos grasos de cadena corta. Cuando se produce esta 
transformación, se producen los gases dióxido de carbono (CO2) y metano (CH4), que se 
eliminan, en parte, por la respiración. Este metano producido en los rumiantes representa una 
pérdida de energía que varía entre el 2% y 12% de la energía bruta consumida, lo que reduce 
la posible conversión de la energía obtenida en el alimento a energía metabolizable (Johnson y 
Johnson, 1995).  
 
La intensidad de dichas emisiones depende de diferentes factores, entre ellos los más 
importantes son el tipo de animal y la cantidad y grado de digestibilidad del alimento consumido 
(Montenegro y Abarca 2000). Las características de la dieta tienen un gran efecto en la 
producción de gas metano entérico a nivel ruminal, de ahí que países con pocas limitaciones 
alimentarias para sus ganados, reportan datos de menores emisiones de metano. Así, en los 
países en vía de desarrollo las emisiones son aproximadamente de 55 Kg CH4/año/animal, en 
contraste a lo reportado en países desarrollados, de 35 Kg (Kinsman et al., 1995). 
 
También se ha establecido que el tipo de forraje consumido por los animales, está relacionado 
con las emisiones de metano. Los pastos de ruta fotosintética tipo C4 o tropicales, producen 
mayor metano que los pastos C3 o templados, debido a la mayor concentración de 
carbohidratos estructurales de los primeros, muy relacionada con la menor calidad nutritiva y 
digestibilidad. Por ello, cuando la alimentación es con forrajes de baja calidad nutritiva, la 
producción de metano puede representar entre el 15 y 18% de la energía digestible. Se 
considera que la corrección de estas deficiencias nutricionales podría reducir estos valores 
hasta en un 7% (Montenegro y Abarca, 2000). 
 
Por lo tanto, la disminución de la producción de metano entérico o su metanogénesis han sido 
consideradas una estrategia de mitigación desde el punto de vista nutricional, y más 
recientemente, desde la perspectiva del calentamiento global del planeta, y las emisiones de 
gases con efecto invernadero 
 
2 Introducción 
 
En función de lo expuesto, varios investigadores concluyen que toda intervención alimenticia 
(cantidad/calidad) que genere una alteración en los perfiles de ácidos grasos volátiles 
producidos a nivel ruminal (más propionato y menos acetato), impactaría negativamente sobre 
la producción de metano. Ejemplos de intervenciones orientadas a la mitigación del metano 
incluyen, investigaciones con varios tipos de aditivos y suplementos dietarios. Entre los aditivos 
y/o suplementos dietarios están los análogos halogenados del metano, taninos, aceptores de 
hidrógeno que estimulan la producción de ácidos propiónico o butírico, extractos de plantas, 
ionóforos, lípidos y glicerina. Estos compuestos reducen las emisiones de metano, a través de 
la competencia por los equivalentes reductores (H2) con los microorganismos metanogénicos y 
por el efecto tóxico directo sobre microorganismos ruminales, e indirectamente a través de la 
reducción de la población protozoaria del rumen (Johnson y Johnson, 1995). 
 
Por lo anterior, el presente proyecto pretende determinar el efecto de la inclusión de diferentes 
aditivos y suplementos nutricionales, en la reducción de la producción de metano y en los 
parámetros de la fermentación ruminal in vitro, justificado por los resultados hasta el momento 
inconsistentes, particularmente en condiciones de explotación y de sistemas de alimentación 
con pasturas y forrajes tipo C4.  
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1.1 Resumen 
 
 
En los últimos años se ha generado una preocupación a nivel mundial por el efecto de las 
emisiones de gases efecto invernadero, en el calentamiento global y debido a que los bovinos 
en su proceso digestivo generan altas cantidades de metano, potente gas efecto invernadero, 
se han iniciado estudios que evalúan la utilización de diferentes aditivos y suplementos 
nutricionales que disminuyan las emisiones de metano entéricas por bovinos. La monensina, 
los taninos, los lípidos, el ácido fumárico y la glicerina, son algunos de los aditivos y 
suplementos evaluados, pese a que los mecanismos de acción no están claramente descritos. 
Algunos estudios hablan de un efecto directo sobre los microorganismos metanogénicos, en el 
caso de la monensina, taninos y lípidos, y otros hablan de efecto precursor en el ácido 
propiónico, lo que por estequiometria disminuiría el hidrogeno disponible para la 
metanogénesis, en el caso del ácido fumárico y la glicerina.  
 
Palabras clave: monensina, ácido fumárico, taninos, lípidos, glicerina, metano, metanogénesis. 
 
 
1.2 Introducción 
 
Los gases de efecto invernadero (GEI), son los gases que atrapan el calor en la atmósfera, de 
esta manera contribuyen al calentamiento global. Normalmente cuando la radiación solar (luz y 
calor del sol) llega a la superficie de la tierra, una parte se refleja, pasa de nuevo por la 
atmósfera y sale al espacio. Los gases de efecto invernadero permiten que esta radiación entre 
a la atmósfera pero ya no dejan que salga, es decir, atrapan el calor dentro de la atmósfera. En 
una situación normal, la cantidad de energía solar que entra y la que sale debería ser igual, 
para mantener la temperatura del planeta estable. Pero desde la revolución industrial hace 
aproximadamente 150 años, los niveles de varios gases de efecto invernadero han subido un 
25% (Carmona et al., 2005). 
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Un informe de la FAO publicado en el año 2006, señala que la producción pecuaria es una de 
las causas de los problemas ambientales más apremiantes del mundo, como el calentamiento 
del planeta, la degradación de las tierras, la contaminación atmosférica y del agua y la pérdida 
de biodiversidad. Los rumiantes domésticos, los incendios forestales, los cultivos de arroz en 
los humedales y los productos de desecho producen la mayor parte del metano que hay en la 
atmosfera, a la vez que la labranza convencional y la utilización de fertilizantes genera el 70% 
del óxido nitroso (FAO, 2006). 
 
Poco menos de la mitad de todas las emisiones mundiales de metano provienen de fuentes 
naturales; tales como los humedales y los rumiantes salvajes, mientras que el resto proviene de 
actividades humanas como la agricultura, vertederos y el uso de gas natural (IPCC, 2001). Los 
procesos naturales absorben una parte de los gases de efecto invernadero, pero las 
actividades industriales resultan en una sobrecarga para los mecanismos naturales.  
 
Dentro de la gama de gases a los que se les atribuye efecto invernadero, se considera el CO2 
el más abundante y el que actualmente tiene un mayor aporte al incremento del calentamiento 
global. Hoy día las concentraciones de CH4 son inferiores a las  de  CO2, sin  embargo  el  
primero, se está incrementando rápidamente y además posee un efecto 21 veces más 
contaminante con respecto al CO2, considerándose que con el tiempo el metano pueda ser 
predominante (IPCC, 2001). Durante los últimos años, la acumulación excesiva de GEI en la 
atmosfera ha hecho que científicos realicen predicciones de la temperatura de la superficie 
terrestre, generando un incremento de 1 a 6° C durante el siglo 21 (IPCC 2007).  
 
Las emisiones de metano por la agricultura representan alrededor del 40% de las producidas 
por las actividades humanas (Steinfeld et al., 2006), y la fuente más importante (25%) es la 
fermentación entérica del ganado, principalmente los animales rumiantes, debido a que poseen 
un sistema digestivo que tiene la capacidad de aprovechar y convertir material fibroso con altos 
contenidos de carbohidratos estructurales, en alimentos de alta calidad nutritiva, la carne y la 
leche, sin embargo, por sus características innatas, este mismo sistema digestivo también 
produce metano.  
 
Investigaciones realizadas ponen en evidencia que los bovinos contaminan el aire más que los 
automóviles modernos, e incluso más que los camiones pequeños, debido a las características 
de su sistema digestivo. Los resultados están basados en 15 diferentes estudios realizados con 
vacas en California (USA). Una vaca lechera emite unos 9 kilogramos de gases de efecto 
invernadero conocidos como COV (compuestos volátiles orgánicos), mucha más cantidad que 
un automóvil o un camión pequeño. No obstante, los vehículos emiten otros gases 
contaminantes como el monóxido de carbono y el óxido nitroso que las vacas no producen. 
Pero las vacas además de COV emiten metano, que es 21 veces más potente que el dióxido 
de carbono como gas de efecto invernadero. Según los expertos, el ganado es responsable del 
20% de las emisiones totales mundiales de metano, y en áreas rurales representa el 50% de 
dicha emisión. Cada vaca emite entre 400 y 500 litros de metano al día a través del eructo 
(Neofronteras, 2005). 
 
Sumado a lo anterior, la producción de metano en los bovinos normalmente representa entre 
5,5 y 6,5% del total de la energía bruta consumida en la dieta; sin embargo, valores entre 2 y 
12% se reportan en condiciones de pastoreo. Cuando la alimentación es con forrajes de baja 
calidad nutritiva, la producción de metano puede representar entre el 15 y el 18% de la energía 
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bruta. Es decir, que con un cambio en la alimentación se podría reducir las emisiones hasta un 
7% (Montenegro y Abarca, 2000). 
 
Según Carmona et al. (2005) las producciones más altas de metano por animal, se han 
registrado para animales pastoreando gramíneas de baja calidad nutritiva, con sistemas de 
pastoreo continuo y baja disponibilidad forrajera. En contraste, los niveles de metano más 
bajos, se han reportado en praderas mejoradas, con sistemas de pastoreo rotacional y alta 
disponibilidad de forraje.  En todas las investigaciones se pone en evidencia, que según sean 
las condiciones nutricionales de la dieta, las emisiones de metano varían consecuentemente, lo 
que conlleva a concluir que las características nutricionales de los forrajes y suplementos 
alimenticios ofrecidos al animal, tiene un efecto marcado en la producción de metano. 
 
Los planteamientos anteriores ponen de manifiesto, que la manipulación de la dieta de los 
rumiantes se considera una alternativa viable para aminorar la producción de metano y a la par 
disminuir las pérdidas energéticas en el animal. Esta alternativa toma mayor fuerza en las 
condiciones de trópico y de nuestro país, donde la mayoría de los sistemas de producción 
ganadera tienen bajos rendimientos debido a las dietas de baja calidad nutritiva, con altas 
cantidades de carbohidratos estructurales (Carmona et al., 2005). 
 
 
1.3 Metano ruminal 
 
 
1.3.1 Metabolismo del metano a nivel ruminal 
 
 
Los bovinos emiten metano debido a que en su proceso digestivo, que ocurre bajo condiciones 
anaeróbicas, participan diferentes tipos de bacterias.  Éstas, degradan la celulosa y 
hemicelulosa ingeridas y la transforman en glucosa, que se fermenta luego hasta ácido acético 
y se reduce el dióxido de carbono, formando metano durante el proceso (Figura 1-1). Para la 
generación del metano se utiliza energía obtenida del alimento, que se transforma en gas y por 
lo tanto no es aprovechada por el animal (Buddle et al., 2011). 
 
La producción de metano y su eliminación a través del eructo, empieza aproximadamente a las 
cuatro semanas de vida, cuando el animal empieza a consumir alimentos sólidos, se reduce la 
utilización de la gotera esofágica, y los alimentos empiezan a ser retenidos en el retículo-
rumen, dando inicio a la fermentación microbiana de los alimentos y la producción de gases, 
entre ellos el metano. 
 
Investigaciones realizadas hace varios años, concluyen que el 87% de la producción de metano 
se da en el rumen y 13% en el tracto digestivo posterior. De la producción que tiene lugar en el 
tracto digestivo posterior, aproximadamente el 89% es absorbido hacia la sangre y expirado a 
través de los pulmones. Lo que indica que cerca del 98% del total de metano producido por los 
rumiantes puede ser expirado a través de la boca y los orificios nasales (McCaughey et al, 
1999). 
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Figura 1-1. Representación esquemática de algunos procesos del rumen, incluyendo la 
producción de metano. 
 
 
Adaptado de Buddle et al. (2011). 
 
En el proceso digestivo por el cual se produce metano en los bovinos, cuando un animal 
consume alimento, un gran número de bacterias, protozoos y especies fúngicas actúan sobre 
los alimentos en el rumen, y así obtienen la energía que necesitan para su metabolismo. Los 
productos finales de estas actividades conjuntas de los microorganismos, son los ácidos grasos 
volátiles (AGV, principalmente acetato, propionato y butirato), que el animal absorbe a través 
de las paredes del  rumen para su propio uso, y los gases CO2 y H2 como subproductos (Figura 
1-1). El H2 es la fuente de energía más importante para los microorganismos metanógenos, ya 
que a partir de éste producen metano en el rumen (Buddle et al., 2011). 
 
Desde finales del siglo pasado, varios autores han afirmado que los factores que más 
afectaban la producción de metano son, la cantidad de carbohidratos fermentados en el 
retículo-rumen y la relación de ácidos grasos volátiles (AGV) producidos, la cual regula la 
producción de hidrógeno y la subsecuente producción de metano (Johnson y Johnson, 1995). 
 
Con el pasar de los años, otros autores han reafirmado que el aspecto de mayor impacto en la 
metanogénesis es la relación ácido acético, ácido propiónico. Si esta relación llega a 0.5 la 
pérdida energética puede ser de 0%. Pero si todos los carbohidratos fuesen fermentados a 
ácido acético y no se produjera propiónico,  las pérdidas energéticas podrían llegar a ser del 
33%. Con base en ello, diferentes autores han señalado, las rutas metabólicas que generan y 
que utilizan H2, como principal compuesto para la producción de metano. Moss et al (2000), 
relacionan la estequiometría de las principales rutas de fermentación en rumen,  resumiéndolas 
de la siguiente manera: 
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Reacciones productoras de H2:  
 
Glucosa → 2 piruvato + 4 H2 
Piruvato + H2O → Acetato (C2) + CO2 + 2H2 
 
Reacciones que utilizan de H2: 
 
Piruvato + 4H2 → Propionato (C3) + H2O 
2 Acetatos (C2) + 4H2 → Butirato (C4) + 2H2O 
CO2 + 8H2  → Metano (CH4) + 2H2O 
 
Teniendo en cuenta que el rumen es un medio altamente reductor, cuando moléculas reducidas 
se transfieren desde bacterias celulolíticas hacia bacterias metanogénicas, el ácido acético se 
incrementa y el ácido propiónico se disminuye, por lo cual, la producción de acetato promueve 
la producción de metano, mientras que la formación de propionato puede ser considerada 
como una forma competitiva para el uso de H2 en el rumen (Moss et al., 2000). 
 
Además de la degradación de componentes de la dieta, el crecimiento microbiano y la relación 
acetato:propionato, la estequiometria de la fermentación se ha estudiado con el fin de evaluar 
los componentes específicos de la dieta para el tipo de ácidos grasos volátiles (AGV), H2 y CH4 
producidos durante la fermentación ruminal. Los ácidos grasos volátiles son importantes 
fuentes de energía metabolizable para los rumiantes, representado entre el 40 y el 70% de la 
ingesta de energía digestible (Francia y Dijkstra, 2005). El exceso de energía generado por las 
reacciones de reducción, durante la conversión de hexosas a acetato  o butirato es utilizada en 
parte por el propionato, pero principalmente por la conversión a CH4. Por lo tanto, las 
proporciones de acetato, butirato y propionato determinan la cantidad de H2 disponible en el 
rumen para la utilización por los microorganismos productores de metano (es decir, los 
metanogénicos). Por consiguiente, la exactitud en las predicciones de producción de metano 
dependen fundamentalmente de la precisión en la cuantificación de los AGV producidos en el 
rumen (Ellis et al., 2010). 
 
Estudios realizados recientemente, indican que los modelos basados en la estequiometria de la 
fermentación y la producción de AGV, podrían predecir la producción de metano, indicando 
hasta cierto punto, una relación negativa entre la proporción molar de  propionato y la excreción 
de metano por unidad de sustrato fermentado. Sin embargo, se reconoce que la limitación en la 
predicción adecuada de AGV, afecta la predicción de la producción de metano entérico. 
Además, los modelos estequiométricos son típicamente desarrollados sobre la base de una 
gama limitada de dietas. El desarrollo de modelos basados en principios más mecanicistas que 
incorporen tanto los factores nutricionales como microbianos, podrían mejorar la capacidad de 
los modelos para predecir AGV y CH4 con más precisión (Alemu et al., 2011). 
 
 
1.3.2 Los microorganismos metanogénicos en el rumen 
 
El metano es un producto final de la fermentación de material vegetal por el ecosistema 
microbiano en el rumen. La metanogénesis es realizada por microorganismo, como las arqueas 
metanogénicas; mecanismo por el cual el H2 se elimina de la fermentación, con el fin de 
regenerar cofactores bioquímicos tales como el NAD+.  
 
Metanógenos es como se denomina a un amplio y diverso grupo de Archaeas, un grupo 
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microbial filogenéticamente ligado con las Eubacterias (bacterias verdaderas), que poseen 
características únicas, que los separan de las bacterias y los eucariotas. Por utilización del 
hidrógeno, los metanógenos juegan un papel ecológico clave para mantener la presión parcial 
de hidrógeno baja, de modo que la fermentación pueda proceder de manera eficiente. Aunque 
alrededor de 70 especies pertenecientes a 21 géneros de metanógenos, han sido identificados 
a partir de ambientes anaeróbicos, y de una gama de diferentes metanógenos que coexisten en 
el rumen, a la fecha sólo siete especies ruminales se han aislado y purificado (Aluwong et al., 
2011). 
 
Las recientes recolecciones de arqueas en diferentes rumiantes, caracterizadas por PCR al 
amplificar la secuencia de genes 16S rRNA del contenido ruminal, sugieren que la mayoría de 
Arqueas metanogénicas del rumen, son pertenecientes a diferentes especies del género 
Methanobrevibacter (Janssen y Kirs, 2008). De éstos, la mayoría están afiliados a la especie M. 
ruminantium y M. gottschalki y constituyen ocho o más especies en base a las definiciones 
actuales de las especies dentro de este género. Otros metanógenos del rumen dominantes, 
pertenecen a cuatro especies del género Methanosphaera, y al menos uno pertenece al género 
Methanomicrobium. Del mismo modo, otros metanógenos detectados en el rumen comprenden 
miembros de los géneros Methanosarcina, Methanomicrococcus, Methanobacterium y 
Methanoculleus (Buddle et al., 2011). 
 
Adicionalmente, hay algunos grupos de Archaeas de fisiología desconocida que habitan en el 
rumen, estos incluyen un grupo grande llamado Cluster C, que puede constituir una gran parte 
de la comunidad de Archaeas (Janssen y Kirs, 2008). La abundancia media de Arqueas Cluster 
C es del 16% del total en rumen, pero puede alcanzar más del 80%. Sin embargo, todavía no 
se ha demostrado con exactitud que son metanógenos. La dificultad en la manipulación de 
cultivos de metanógenos en laboratorio, ha limitado el número de cepas disponibles, la 
investigación dirigida a la identificación de agentes inhibidores y la exploración de otros 
aspectos de su biología.  
 
Por otra parte, los protozoos ruminales también juegan un papel importante en la producción de 
metano entérico en los rumiantes, particularmente cuando el ganado es alimentado con dietas 
altas en concentrado. Las bacterias metanógenas se han observado adheridas a especies 
protozoales, sugiriendo una posible trasferencia inter-específica de H2  (Moss et al., 2000).  La 
defaunación protozoaria de animales recibiendo dietas con alto contenido de concentrados, 
puede llegar a disminuir la producción de metano hasta aproximadamente la mitad. Sin 
embargo, la defaunación de animales recibiendo dietas altas en forraje no reducen 
significativamente las pérdidas de metano (Johnson y Johnson, 1995). 
 
Otros autores mencionan un sinergismo entre algunos hongos y bacterias metanógenas, 
señalando que estas asociaciones incrementan los hongos, la tasa de hidrólisis y la 
degradación de la celulosa. También se ha encontrado que esta asociación incrementa la 
producción de acetato a expensas de la reducción de lactato y etanol (Dehority y Tirabasso, 
2000), con las implicaciones en la producción de metano que ellos traen. 
El ecosistema microbiano es muy complejo e implica miles de especies de bacterias (1010-
1011 células/ml de líquido ruminal), Arqueas (107-109 células/ml), protozoos (104 a 106 
células/ml), hongos (103-106 células/ml), y virus (109 a 1.010 células/ml), que interactúan en 
completa simbiosis con el alimento, su hospedero y con los demás microorganismos (Wright y 
Klieve, 2011). Dicho ecosistema es relativamente poco conocido, en particular las interacciones 
entre las especies de microorganismo y las interacciones con el huésped. Menos del 15% de 
las especies microbianas en el tracto gastrointestinal se han cultivado y caracterizado. Sin 
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embargo, el conocimiento de este ecosistema se está ampliando en los últimos años, en 
particular con la llegada de la biología molecular y las tecnologías de cultivos independientes 
(Wright y Klieve, 2011). Nuevas metodologías como la secuenciación de alto rendimiento y el 
sondeo de isótopos estables, mejorará en gran medida el conocimiento de estas poblaciones, 
para entender las especies e interrelaciones y sus funciones entre ellas. 
 
Los productos finales de la acción combinada de dichos microorganismos son los ácidos 
grasos volátiles (AGV), que el animal absorbe a través del rumen para su propio uso, y el CO2 y 
H2. El H2 es la fuente de energía más importante para la producción de metano por los 
metanógenos en el rumen, aunque el formiato y en un grado limitado el metanol, también son 
producidos y utilizados por los metanógenos. Diferentes especies metanógenas utilizan el H2 
para reducir el CO2 en metano secuencialmente, a través de una serie de vías muy similares 
que contienen enzimas y co-factores en los que no se ha encontrado metanógenos (Thauer et 
al., 2008). 
 
 
1.3.3 Alternativas para disminuir las emisiones de metano 
 
Existe una gran variedad de estrategias para mitigar las emisiones de metano, pero se podrían 
clasificar en tres tendencias principalmente, la manipulación animal, la manipulación de la dieta 
y la manipulación del rumen, como se muestra en la figura 1-2. 
 
La manipulación animal hace referencia a la selección de animales con bajas emisiones de 
metano, ya que se ha demostrado que existe una alta variabilidad de emisiones de metano 
entre animales, y al parecer obedece a una característica heredable (Clark et al., 2005).  
 
La manipulación de la dieta es una de las características que más se ha estudiado, con miras a 
la mitigación de las emisiones de metano por bovinos y es la alternativa en la que se enfoca 
este proyecto de investigación. Existen diversas formas de manipular la dieta para reducir las 
emisiones de metano, entre ellas se encuentra la alimentación con forrajes de buena calidad, el 
fitomejoramiento y la utilización de aditivos y suplementos nutricionales que tengan efecto 
sobre la disponibilidad de H2 en el rumen (molécula esencial para la producción de metano), 
sobre los metanógenos (microorganismos productores de metano) y sobre microorganismos 
colaboradores de los metanógenos (como algunos protozoos). 
 
Finalmente, la manipulación del rumen es una de las opciones más recientes, debido a que se 
basa en la utilización de tecnologías biológicas que afectan de manera directa las poblaciones 
microbiana, ejemplo de ello, es la utilización de bacteriófagos, la vacunación, la defaunación, 
entre otras (Eckard et al., 2010) 
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Figura 1-2. Alternativas para disminuir las emisiones de metano.  
 
Adaptado de Eckard et al. (2010). 
 
Autores como Buddle et al. (2011) han realizado revisiones sobre opciones de mitigación del 
metano entérico en rumiantes, entre las cuales se encuentran nuevas tecnologías de 
secuenciación del genoma de metanógenos para determinar sus requerimientos y hacer un 
bloqueo, la vacunación contra los metanógenos del rumen, la utilización de bacteriófagos que 
penetran y lisan las células de sus huéspedes, la utilización de homoacetógenos que implica la 
utilización de bacterias acetogénicas,  las cuales son capaces de emplear H2 como fuente de 
energía para su crecimiento y reducen el CO2 a acetato, la defaunación de protozoarios co-
ayudadores de los metanógenos, el mejoramiento de la nutrición en sistema de pastoreo y la 
genotipificación (selección genética) de animales con menores emisiones de metano.  
 
Otros investigadores como Lascano et al. (2011), clasifican las opciones de mitigación en dos, 
la primera es la manipulación de la dieta, lo que implica el control de la ingesta, el tipo de 
carbohidratos ofrecidos y la alimentación con forrajes procesados y conservados. La segunda, 
es la manipulación del rumen, alterando su metabolismo al suplementar con grasas, ionóforos, 
levaduras y enzimas y otros compuestos químicos (como los ácidos orgánicos). 
 
En fin, existen múltiples opciones potenciales de mitigación de metano en los bovinos, la 
limitante para el uso de estas alternativas, radica en que dichas opciones aparte de ser 
eficaces deben ser adecuadas para su aplicación en las explotaciones; es decir, deben ser  
seguras, no dejar residuos en la carne y/o la leche, ser rentables y ser aplicables a los animales 
en pastoreo. 
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En el presente trabajo se evaluaron tres aditivos nutricionales como lo son la momensina, el 
ácido fumárico y los taninos, teniendo en cuenta que según la Association of American Feed 
Control Officials (AAFCO, 2000) un aditivo es un ingrediente o combinación de ingredientes 
añadidos a la mezcla base del alimento o aparte de ésta para satisfacer una necesidad 
específica. Normalmente se utiliza en microcantidades y requiere un mezclado y una 
manipulación cuidadosa. Del mismo modo, el reglamento (CE) N° 1831/2003 del parlamento 
europeo y del consejo de 22 de septiembre de 2003 sobre los aditivos en la alimentación 
animal; los aditivos son sustancias, microorganismos y preparados distintos de las materias 
primas para piensos y de las premezclas, que se añaden intensionadamente a los piensos o al 
agua a fin de realizar diferentes funciones. 
 
Del mismo modo, se evaluaron dos suplementos nutricionales como lo son el aceite de 
palmiste y la glicerina seca (transformada de presentación semilíquida a sólida), teniendo en 
cuenta que un suplemento es un alimento usado en combinación con otro para mejorar el 
balance nutricional o el resultado de esa mezcla y concebido para: i) utilizar sin diluir, como 
suplemento de otro alimento; ii) ofrecerlo separadamente y a libre elección como parte de la 
ración disponible o iii) diluirlo y mezclarlo con otros para conformar un alimento completo 
(AAFCO, 2000). 
 
Por lo anterior, la presente investigación se basó en la evaluación de cinco diferentes aditivos y 
suplementos nutricionales (la monensina, ácido fumárico, taninos condensados de Acacia 
mearnsii, un aceite de origen vegetal denominado aceite de palmíste  y glicerina sólida), como 
suplemento en tres forrajes tropicales de calidad nutricional contrastante, con el fin de 
determinar su efecto en las emisiones de metano y los parámetros de la fermentación ruminal. 
Dentro de los aditivos disponibles para mejorar la eficiencia en el  uso de nutrientes y por la 
disminución en la cantidad total de metano producido, existen muchos con diferente estructura 
química y con efecto variable sobre los microorganismos del rumen, entre ellos los antibióticos 
ionóforos como la monensina han tenido mucho éxito. Sin embargo, la probabilidad de 
encontrar residuos  de antibióticos en la leche y la carne y sus efectos sobre salud humana, 
sugiere la búsqueda de alternativas más seguras como: metabolitos secundarios de plantas 
(taninos y saponinas), grasas y aceites, ácidos dicarboxílicos (fumarato, malato y acrilato), 
compuestos biológicos (enzimas y levaduras) y más recientemente metabolitos intermedios, 
como la glicerina o glicerol. 
 
A continuación se presenta una breve revisión de cada uno, con base en su química, su efecto 
sobre los microorganismos metanógenos, su efecto sobre la metanogénesis y su efecto sobre 
los parámetros de la fermentación ruminal. 
 
 
 
1.4 Monensina 
 
 
1.4.1 Química 
 
 
La monensina es un ionóforo carboxílico poliéster producido por especies de Streptomices sp. 
Es una molécula lipofílica con un carboxilo libre que le permite reaccionar con algunos 
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compuestos (Figura 1-3). Su fórmula química es  C36H62O11, su peso molecular es 693.851 y su 
pKa es 6.44 (Morran, et al. 1995). Comenzó a ser utilizada como coccidiostático para aves de 
corral, pero con el tiempo se conocieron sus efectos benéficos al agregarla en las dietas de los 
rumiantes, sobre todo en las que se utilizan granos, debido a que genera una mayor eficiencia 
de conversión alimenticia aumentando la ganancia de peso.  
 
 
 
Figura 1-3. Representación esquemática de una molécula de monensina 
 
Tomado de http://www.bio.cam.ac.uk/~pflgroup/MONENSINA1.gif 
 
 
1.4.2 Efecto de la monensina sobre los microorganismos metanógenos 
 
Aunque el efecto final de la monensina en rumiantes está bien caracterizado desde el punto de 
vista descriptivo, el modo de acción exacto por la cual estos cambios en la fisiología del rumen 
se logran, es a través de un efecto directo en los microorganismos, que aún no están 
completamente claros. La investigación de su modo de acción se remonta a los años 80, 
cuando se descubrió su efecto beneficioso a nivel productivo y se empezó a utilizar en los 
sistemas ganaderos.  
 
Autores como Bergen y Bates (1984), afirmaron que los ionóforos se definen como sustancias 
capaces de interactuar estequiométricamente con iones metálicos, por lo tanto sirven como un 
vehículo por el cual estos iones pueden ser transportados a través de lípidos de membranas 
biomoleculares de microorganismos ruminales. Es decir, que el estudio del modo de acción de 
la monensina, en forrajes tropicales, debe centrarse en el mecanismo de interacción entre la 
monensina y las membranas biológicas de los metanógenos.  
 
Al centrarse en la interacción entre la monensina y las membranas biológicas de metanógenos, 
Painter et al. (1982) plantearon un mecanismo de intercambios entre protones y cationes. Dicho 
ciclo comienza con la forma aniónica de la monensina, que queda confinada en la membrana 
interfaz, donde se estabiliza por el ambiente polar característico de la superficie de la 
membrana. Como un anión, la monensina es capaz de generar un apareamiento iónico con un 
catión (metal), ya sea en el radical de ácido carboxílico terminal o en otros sitios internos. La 
unión de un catión inicia la formación de un complejo ciclo lipofílico catión – monensina, que 
puede difundirse a través del interior de la estructura biomolecular de la membrana.  
 
En última instancia, el complejo llega a la cara opuesta de la membrana, donde se somete de 
nuevo a un ambiente polar. Las fuerzas electrostáticas que se habían estabilizado en el 
complejo, hacen que la monensina libere su catión adjunto y vuelva a una baja energía, 
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confirmando el ciclo, allí le espera la próxima fase del ciclo de transporte. Una característica 
destacada de este modelo es que el ionóforo debe estar en la forma aniónica antes de que sea 
capaz de unirse un catión metálico. Además, la difusión a través de la membrana no puede 
ocurrir a menos que el ionóforo este en la forma protonada (Painter et al., 1982). 
 
En resumen, el modo de acción de la monensina sobre las bacterias del rumen se basa 
principalmente en los flujos de iones transmembranales  y la disipación de gradientes de 
cationes y de proteínas. Dicha acción destruye el transporte primario de la membrana celular, lo 
que interfiere con la absorción  celular de solutos junto con los sistemas de  transporte primario. 
Las células responden a la agresión  que genera la monensina, mediante el mantenimiento del 
transporte primario gastando energía metabólica. Las células que obtiene su energía 
únicamente a través de la fosforilación nivel de sustrato (mecanismo que tienen las células para 
obtener energía) no pueden sobrevivir y sufren una lisis, mientras que las células capaces de 
mantener otros mecanismos de transporte para obtener energía, aunque necesitaran para su 
mantenimiento una mayor cantidad de energía, podrán continuar el crecimiento y la 
supervivencia. Como las bacterias Gram positivas (grupo al que pertenecen la mayoría de los 
metanógenos) dependen de la fosforilación a nivel de sustrato para obtener su energía, y las 
bacterias Gram negativas tienes otras vías alternas, las bacterias Gran negativas pueden 
sobrevivir en presencia de monensina y, por tanto, la población de bacterias Gram negativas 
del rumen aumenta (Painter et al., 1982) 
 
 
1.4.3 Efecto de la monensina sobre la metanogénesis 
 
Numerosos artículos (Guan, et al., 2006, Beauchemin y McGinn, 2006, Waghorn et al., 2008, 
Grainger et al., 2010, Ponce et al., 2012, entre otros) se han publicado afirmando el efecto 
negativo de la monensina en la metanogénesis y su efecto en la disminución de la relación 
acético/propiónico, lo que sería lógico debido a que como se expresó anteriormente, la 
producción de ácido propiónico utiliza H2 y evita que estos sean utilizados en la producción de 
metano, mientras que la producción de ácido acético libera 2H2 (Moss et al. 2000),. Aunque ya 
está demostrado su efecto negativo en la metanogénesis, no se sabe a ciencias cierta cómo es 
que la monensina reduce la metanogénesis.  
 
Algunos autores como Moss et al. (2000), indican que la reducción en la producción de metano 
en animales suplementados con ionóforos, es probable que se relacione con la reducción en el 
consumo de alimento (cuando es de alta calidad), debido al incremento en la eficiencia 
fermentativa y no por un efecto directo en las poblaciones metanógenas. Del mismo modo Van 
Soest (1994), señaló que los ionóforos no son inhibidores directos de las bacterias 
metanógenas, puesto que lo que hacen es restringir la producción de hidrógeno y por ende la 
formación de metano. Por otra parte, Guan et al. (2006) afirman que el efecto de la monensina 
sobre la metanogénesis está relacionado con las poblaciones de protozoos ciliados en el rumen 
y que debido a que estos se van adaptando a las dosis de monensina, hay que realizar 
rotaciones de ionóforos para obtener buenos resultados a largo plazo. 
 
Diversas publicaciones han evaluado el efecto de la monensina en la metanogénesis, 
encontrando diferentes resultados. Entre ellas un estudio realizado por Beauchemin y McGinn 
(2006), quienes examinaron los datos obtenidos por diferentes investigaciones  y concluyeron 
que el efecto de la monensina en las emisiones de metano puede ser dependiente de la dosis. 
Al suplementar con una dosis de 15 mg de monensina/kg de MS no redujo las emisiones de 
metano, una dosis de 20 mg de monensina/kg de MS no tuvo ningún efecto en la producción 
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total de metano y una dosis de 24 a 35 mg/kg de MS redujo las emisiones de metano de un 4 a 
10% (gramos/día) y 3 a 8% (gramos/kilogramo de MS).  
 
Otras investigaciones utilizando dietas completamente mezcladas reportaron una reducción en 
la metanogénesis del 3,6% (gramos/kilogramo de MS), para vacas lecheras alimentadas con 
una dieta que contenía 24 mg de monensina/kg de MS, que se mantuvo durante un período de 
6 meses. Sin embargo, Guan et al. (2006) demostraron que las reducciones en la 
metanogénesis debido a la utilización de monensina, no persisten por más de varias semanas. 
 
No obstante, la información sobre el efecto de la monensina en la metanogénesis de vacas, 
consumiendo dietas basadas en pastos y forrajes es limitada. Van Vugt et al. (2005) con forraje 
ryegrass en vacas, encontraron una reducción de la metanogénesis del 12% (g/d), 11 días 
después de que empezó la administración y persistió por más de 2 meses (9,2% de reducción 
de metano). Por el contrario, Waghorn et al. (2008) con vacas en pastoreo, utilizando dosis 
bajas de 10,8 a 14,5 mg de monensina/kg de MS, no encontraron ningún efecto en la 
metanogénesis. Por lo anterior, aún no existe un consenso sobre el efecto de la monensina en 
la metanogénesis ruminal. 
 
 
1.4.4 Efecto de la monensina sobre los parámetros de la fermentación 
ruminal 
 
Desde hace varios años se han reportado numerosos efectos de la monensina en los 
parámetros de la fermentación ruminal, empezando por la reducción de las emisiones de 
metano (Chalupa et al., 1980), disminución en la concentración de acetato (Richardson et al., 
1976), butirato (Richardson et al., 1976) y lactato (Dennis et al., 1980) ruminal, aumento en la 
concentración de propionato ruminal (Richardson et al., 1976), disminución del consumo de 
dietas a base de granos (Raun et al., 1976), aumento en el consumo de dietas a base de 
forrajes (Pond y Ellis, 1981), aumento en el llenado ruminal del forraje (Ellis y Delaney, 1982), 
disminución de la tasa de pasaje (Lemenger et al., 1978), disminución de la desaminación 
(Schelling et al., 1977) y proteólisis (Hanson y Klopfenstein, 1979) ruminal, entre otros.  
 
Inicialmente, Lemenager et al. (1978) evaluaron  tres niveles de monensina (50, 100 y 200 
mg/día) en novillos y encontraron que el consumo de materia seca disminuyó en 16%  (cuando 
se suplementa con 200 mg/día), la tasa de dilución y la tasa de pasaje se redujeron en un 31% 
y 44% respectivamente, el volumen de líquidos fue menor pero el total de MS no se vio 
afectada, la DIVMS se redujo, pero la reducción fue mayor en los tratamientos control (sin 
monensina) y la desaparición in vitro de la celulosa no se vio afectada por la monensina. 
 
En otra evaluación, Rogers et al. (1997) realizaron un experimento en ovejas y encontraron que 
la monensina no tuvo efectos sobre la digestión de la MO, ni sobre la digestión del almidón, 
pero la suplementación con monensina disminuyó el total de AGV después del periodo de 96 
días de suplementación, particularmente disminuyó el acetato y el butirato, mientras que el 
propionato aumentó. También, se disminuyó la concentración de protozoos del rumen a corto 
plazo, se incrementó la digestibilidad aparente del N y el flujo de N microbiano fue mayor 
después del periodo del tratamiento. 
 
Recientemente Grainger et al. (2010) en un grupo de 50 vacas Holstein suministraron 471 mg/d 
de monensina durante 10 semanas, encontraron que ésta no afectó la producción de metano, 
ni la producción de leche, ni el peso de los animales, ni el amoniaco ruminal y mucho menos 
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los ácidos grasos volátiles, aunque la  relación acetato: propionato tendió a disminuir. 
Finalmente, Ponce et al. (2012) evaluaron diferentes ionóforos incluyendo la monensina,  para 
ello suplementaron en una técnica in vitro 4 µg por ml de volumen del frasco y encontraron que 
la producción de metano no se vio afectada al comparar el tratamiento con monensina contra el 
tratamiento control (sin monensina), la desaparición de la materia seca tampoco se vio 
afectada, ni las proporciones molares de acetato, ni la relación acetato/propionato, los AGV 
totales se redujeron y el propionato aumentó. 
 
En conclusión, se podría afirmar que la monensina es quizás el aditivo más estudiado, de los 
evaluados en el presente estudio, ya que su efecto en los microorganismos se remonta a 
principios de los años 80 y está ampliamente descrito, caracterizado principalmente por la 
alteración en la polaridad de la membrana de microorganismos. Por su parte, el efecto de este 
ionóforo en la metanogénesis es ambiguo, ya que algunos estudios hablan de un efecto directo 
sobre los microorganismos metanógenos y otros sobre un efecto indirecto al aumentar la 
eficiencia fermentativa. Finalmente, su efecto sobre los parámetros de la fermentación está 
básicamente caracterizado, por aumentar la producción de ácido propiónico en rumen y 
disminuir el metano. 
 
 
1.5 Ácido fumárico 
 
 
1.5.1 Química 
 
El ácido  fumárico es un compuesto orgánico con estructura de ácido dicarboxílico, que también 
es conocido como ácido donítico. En términos generales, es una molécula con dos grupos 
hidroxilo libre para reaccionar con otros compuestos (Figura 1-4), cuya fórmula química es 
C4H4O4, su masa molar es 116.07 gr/mol y su pka es 3.03. Participa en diferentes rutas del 
metabolismo celular, aunque la más importante es su participación en el ciclo de Krebs. En la 
actualidad, la síntesis industrial del ácido fumárico se basa principalmente en 
la isomerización catalítica de ácido maléico en disoluciones acuosas a bajo pH. El ácido 
maléico es accesible en grandes volúmenes como producto de hidrólisis del anhídrido maléico, 
producido por la oxidación catalítica de benceno o butano (Asanuma et al., 1999). 
 
Figura 1-4. Representación esquemática de una molécula de ácido fumárico 
 
Tomado de http://www.esacademic.com/pictures/eswiki/70/Fumaric_acid.png 
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1.5.2 Efecto del ácido fumárico sobre los microorganismos metanógenos 
 
Generalmente, el metano es producido por dos tipos de metanógenos, los metanógenos de 
crecimiento lento (tiempo de generación 130 horas) que producen metano a partir de ácido 
acético, y metanógenos de crecimiento rápido (tiempo de generación 4-12 horas) que reducen 
el CO2 con H2. En el rumen, la metanogénesis se produce principalmente con tiempos de 
retención ruminal demasiado cortos, para permitir el establecimiento de las especies de 
crecimiento lento (Abdl-Rahman et al., 2010).  
 
Varios estudios han encontrado un efecto positivo del fumarato sobre el crecimiento de 
diferentes microorganismos del rumen. Nisbet y Martin (1993) reportaron que 10 mM-fumarato 
estimula el crecimiento de Selenomonas ruminantium en cultivos puros, y Asanuma, et al. 
(1999) demostraron que 30 mM-fumarato aumentaron el crecimiento de Fibrobacter 
succinogenes, Selenomonas ruminantium, Veillonella parvula, Selenomonas  lactilytica y 
Wolinella succinogenes en cultivos puros. Ungerfeld et al. (2007) en un meta-análisis sobre los 
efecto del fumarato en la producción de metano ruminal, afirmaron que cuando el fumarato 
estaba presente en el medio, aumentó la actividad de 10 microorganismos estudiados que 
reducen el fumarato a succinato.  
 
El microorganismo metanogénico Wolinella succinogenes tiene una alta afinidad para H2 y alta 
actividad reduciendo el fumarato a succinato. Este microorganismo (Wolinella succinogenes) es 
un organismo de crecimiento lento presente en números lugares del rumen, que puede tener 
poca influencia sobre el metabolismo del fumarato en cultivos discontinuos, pero la 
suplementación de fumarato a cultivos continuos, podría resultar en un aumento en las 
poblaciones de microorganismos que reducen el fumarato a succinato eficientemente y con ello 
disminuyen el H2 disponible para producir CH4 (Asanuma et al., 1999). 
 
Otros enemigos de los microorganismos fumarato reductores que compiten conjuntamente con 
las bacterias metanogénicas por los H2 en el ambiente ruminal, son los protozoos. Los 
protozoos se asocian con algunos metanógenos para una mayor disponibilidad de H2, lo que 
podría ser un factor que afecte la eficiencia del fumarato, cuando es utilizado como un aditivo 
para mitigar las emisiones de metano por bovinos (Ungerfeld et al., 2007). 
 
 
1.5.3 Efecto del ácido fumárico en la metanogénesis 
 
Teóricamente, la metanogénesis se puede reducir al disminuir la producción de H2 o al 
aumentar la utilización H2. Sin embargo, la inhibición directa de las reacciones que forman H2 
puede deprimir la fermentación de los microorganismos que producen H2, incluyendo las 
bacterias celulolíticas, porque la producción de H2 es un medio para la eliminación de 
electrones liberados por la oxidación de sustratos (Ungerfeld et al., 2007). 
 
Por otra parte, está el aumento de la utilización de H2 por microorganismos no metanógenos, 
que requiere la adición de un apropiado aceptor de electrones y un tipo eficaz de bacterias del 
rumen, que pueden utilizar el H2 como aceptor en la producción de un producto más 
beneficioso, a saber, propionato (Abdl-Rahman  et al., 2010).  
 
Los precursores de propionato (malato, fumarato y succinato) constituyen una ruta alternativa 
para el H2, debido a que el H2 ya no sería incorporado por metanógenos para la 
metanogénesis, sino que sería utilizado para producir propionato (ácido graso deseable en la 
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producción de leche), lo que generaría una disminución de la metanogénesis. Sin embargo, la 
afinidad por el H2 de las bacterias reductoras de fumarato es menor que la afinidad de los 
metanógenos. Por lo tanto, el potencial máximo del fumarato para utilizar H2 y desviar la 
producción de metano, se ve limitado porque los metanógenos utilizan el H2 más rápidamente 
que las bacterias que utilizan fumarato para producir propionato (Asanuma et al., 1999). En 
este sentido, los protozoos ciliados podrían facilitar la metanogénesis, por el consumo de 
oxígeno y establecimiento de un alto potencial redox (Asanuma et al., 1999). 
 
Según Diebold y Eidelsburger (2006), el ácido fumárico es uno de los aditivos más 
esperanzadores debido a su potencial para reducir la metanogénesis, por utilización de 
hidrógenos durante su conversión a propionato de metilo. Además, un aumento de la utilización 
de hidrógenos por bacterias reductoras de fumarato, también podría estimular el crecimiento de 
las bacterias celulolíticas y mejorar la digestión de la celulosa (Wallace et al., 2005). Sin 
embargo, los efectos inconsistentes del ácido fumárico en la productividad animal, ha limitado 
su adopción por los productores. 
 
Los resultados obtenidos con la suplementación de fumarato in vitro e in vivo han sido 
variables. Se ha estimado que en condiciones ruminales, la reducción de fumarato debe ser 
una reacción exergónica, es decir que libera energía al momento de realizarse y ocurre 
espontáneamente (Ungerfeld y Kohn, 2006). Por lo tanto, si se adiciona fumarato se esperaría 
que compitiera por H2 con los metanógenos en un ambiente ruminal, al menos desde un punto 
de vista enérgico (Ungerfeld et al., 2007).  
 
Hasta este punto ha quedado claro que el fumaráto disminuye la producción de metano al 
competir con los microorganismos metanogénicos por H2. La pregunta que surge 
posteriormente es, ¿Cuánto fumaráto hay que adicionar a un sistema, para reducir la 
producción de metano? La respuesta a esta pregunta solo se puede obtener desde el punto de 
vista químico, ya que debido a la variabilidad que hay de un animal a otro, la respuesta puede 
cambiar. Químicamente al recurrir a la estequiometría, existe una relación esperada entre la 
disminución potencialmente alcanzable de metano y la cantidad de fumaráto añadido a un 
sistema. Hipotéticamente, 1 mol de fumaráto convertido a propionato requiere la incorporación 
de 1 mol de equivalentes reductores (H2), y se requieren 4 moles de equivalente reductores 
(H2) para producir una molécula de metano (CH4), por lo que se disminuiría la producción de 
metano en 0,25 mol (4 mol de H2 son necesarias para producir 1 mol de metano: CO2 + 4H2 → 
CH4 + 2H2O). Este punto fue ilustrado por Newbold et al. (2005), quienes demostraron que 1 
mol de fumaráto convertido a propionato estequiométricamente disminuiría la producción de 
metano en 5,6 L (1 mol de gas ~ 22.4 L a nivel temperatura y presión). En una vaca lechera 
que emite 500 L/d de metano, se lograría una disminución del 10% en las emisiones de 
metano, si ingiere un mínimo de 1,4 kg/d de fumaráto disodico (Ungerfeld et al., 2007). 
 
Desafortunadamente, en cultivos ruminales discontinuos la respuesta en la disminución de 
metano esperada (por estequiometría) no se obtiene y los resultados son sustancialmente 
inferiores. Según Ungerfeld et al. (2007), la diferencia entre lo esperado (por estequiometría) y 
lo obtenido (en cultivos ruminales discontinuos), es explicada porque no todas las moléculas de 
fumaráto se convierten a propionato (algunas se convierten en acetato) y por las emisiones de 
H2 que genera la conversión de algunas moléculas de fumaráto a acetato. 
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1.5.4 Efecto del ácido fumárico sobre los parámetros de la fermentación 
ruminal 
 
Se han realizado muchos experimentos que evalúan el efecto del ácido fumárico en los 
parámetros de la fermentación ruminal. Uno de ellos es el realizado por Abdl-Rahman et al. 
(2010), quienes utilizaron la técnica de gases con líquido ruminal de novillos recién sacrificados 
y suplementaron con 0.5 mg de ácido fumárico por ml de contenido ruminal. Los resultados 
encontrados, muestran que la cantidad de sustrato degradado y el efecto sobre la masa y 
rendimiento microbiano no fueron diferentes con respecto al control, pero indujo un efecto 
decreciente sobre el amoniaco y aumentó el propionato a expensas del acetato y el butirato. 
 
Por otra parte, Beauchemin y McGinn (2006) evaluaron la suplementación a novillas Angus con 
175 g/día de ácido fumárico y encontraron que aumentó la concentración total de AGV, 
aumentó las proporciones de propionato y disminuyó la relación acetato: propionato, pero no 
hubo ningún efecto sobre las emisiones de metano. Igualmente, García et al. (2005) al evaluar 
0, 4 y 8 mM de fumarato con la técnica de gases, usando líquido ruminal de ovejas Merino, 
encontraron que el fumarato no afectó la producción de gas, ni la producción de metano, pero 
el pH final y la producción de acetato y propionato se aumentó linealmente por la adición de 
fumaráto. 
 
En otro experimento, Lin et al. (2012) encontraron que la adición de 0, 5, 10 y 15 mmol/l de 
fumarato monosódico in vitro, en una dieta con aceites esenciales, se disminuyó la producción 
de metano. Con el tratamiento que tenía 10 mmol/l de fumaráto, se obtuvo la mayor reducción 
de metano (80,2%) y la menor disminución en la producción total de AGV (5,7%) y gas (16,7%). 
Finalmente, McAllister y Newbold (2008)  revisaron diferentes estudios y encontraron que la 
utilización de ácido fumárico reduce la producción de metano entre 0% - 75%. Sin embargo, las 
altas reducciones ocurren con dosis relativamente altas, lo cual puede ser una limitante debido 
a lo costoso del ácido fumárico, lo que pone en entredicho la relación costo-efectividad. 
 
En resumen, la utilización de ácido fumárico como aditivo antimetanogénico, se ha investigado 
ampliamente en los últimos años, debido a la necesidad de buscar alternativas para sustituir la 
monensina, ya que ésta tiene efectos residuales. En todos los estudios teóricos se concluye 
que el ácido fumárico podría ser un potencia aditivo mitigador de metano, por su efecto en la 
utilización de H2, que son la materia prima para producir metano. El problema radica en que al 
realizar las evaluaciones in vitro, las reducciones de metano obtenidas nunca alcanzan las 
esperadas. Por consiguiente, en la mayoría de los estudios que evalúan su efecto en los 
parámetros de la fermentación ruminal encuentran aumento de los AGV, principalmente 
propionato, pero no encuentran efecto en la producción de metano y cuando lo encuentran es 
con dosis muy altas, que no son económicamente viables.  
 
 
 
1.6 Taninos 
 
 
1.6.1 Química 
 
Los taninos son polímeros solubles en agua, de relativamente alto peso molecular y con 
estructura química variable. Se caracterizan por poseer un gran número de compuestos 
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fenólicos de grupos hidroxilo en sus extremos (Figura 1-5), lo que les confiere la capacidad de 
formar complejos principalmente con las proteínas. Son compuestos sintetizados naturalmente 
por algunas plantas como árboles, arbustos forrajeros y leguminosas, frutas, cereales y granos. 
Se dividen en hidrolizables y condensados, siendo estos últimos los más comunes (Waghorn et 
al., 2008). 
 
Figura 1-5. Representación esquemática de varias moléculas de taninos. 
 
 
Tomado de Patra y Saxena, 2010. 
 
 
1.6.2 Efecto de los taninos sobre los microorganismos metanógenos 
 
Existe muy poca información que describa el efecto de los taninos en los microorganismos 
ruminales, pese a que ya muchas publicaciones han descrito el efecto negativo de los taninos 
en la metanogénesis. Tavendale et al. (2005), demostraron el efecto inhibidor de taninos 
condensados extraídos de Lotus pedunculatus, en el crecimiento de un cultivo puro de 
Methanobrevibacter ruminantium un metanógeno común del rumen. Los resultados indicaron 
que los taninos ejercían en algunas cepas, un efecto bacteriostático y en otras bactericida 
(Patra y Saxena, 2010). 
 
En un estudio realizado por Field et al. (1989), encontraron que los taninos de bajo peso 
molecular podían ser un eficaz inhibidor de microorganismos incluyendo metanógenos, en 
comparación con taninos de alto peso molecular, porque los primeros podrían formar una fuerte 
unión con las enzimas microbianas, puesto que los taninos de alto peso molecular no son 
capaces de penetrar las proteínas bacterianas, causando una menor toxicidad a las 
metanógenas. Los resultados de este estudio sugieren que la acción de los taninos 
condensados en la metanogénesis, puede atribuirse al efecto inhibidor directo de los taninos 
sobre los metanógenos, dependiendo de la estructura química de los taninos y la especie de 
metanógeno (Patra y Saxena, 2010). 
 
En otro estudio realizado por Animut et al. (2008), se tomaron metanógenos del rumen de 
cabras alimentadas con una planta que contenían 15.1% de taninos condensados y se 
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inocularon en un medio que tenía Arqueas metanogénicas, la respuesta fue una disminución 
progresiva en la producción de metano, lo que mostró una disminución en la población de 
metanógenos. Por otra parte, Bhatta et al. (2009) observaron que la inclusión de una muestra 
de taninos de quebracho que contenía 3,94% de taninos condensados y 1,33% de taninos 
hidrolizables, a razón de 50 g/kg de concentrado, no redujo las poblaciones de metanógenos 
en el rumen. En contraste, cuando se utilizó 100 g/kg de taninos de quebracho, provocó un 
efecto inhibidor sobre los metanógenos y cuando se utilizó hasta 250 g/kg no presentó efecto 
inhibitorio adicional al observado (Patra y Saxena, 2010).  
 
Más recientemente, Bhatta et al. (2012) quisieron evaluar el efecto de taninos condensados en 
la densidad de protozoos, en un medio in vitro y encontraron que la metanogénesis no está 
esencialmente relacionada con la densidad de poblaciones protozoarias. En contraste Patra et 
al. (2006) encontraron que los taninos de diferentes plantas presentaron efecto antiprotozoario 
en la población de microorganismos del rumen. Del mismo modo, Cieslak et al. (2012) 
evaluaron extracto de taninos del árbol Vaccinium vitis idaea o llamado comúnmente Arándano 
Rojo, en cuatro vacas lecheras Holstein-Friesian canuladas al rumen, suplementando con 140 
g de extracto de arándano rojo que contenía el equivalente a 2 g de taninos/kg MS de la dieta y 
evidenciaron un efecto antiprotozoario.    
 
Pese a lo mencionado anteriormente, el efecto directo de los taninos en la población de 
metanógenos del rumen ha sido poco estudiado, pero la actividad antimetanogénica de los 
taninos puede estar ligada a la acción de las enzimas situadas en lugares accesibles de los 
metanógenos (Patra y Saxena, 2010). 
 
 
1.6.3 Efecto de los taninos en la metanogénesis 
 
Se han publicado múltiples estudios in vivo e in vitro que revelan el efecto negativo de los 
taninos en la metanogénesis, pero muy pocos que revelen los mecanismos de adaptación que 
los metanógenos podrían desarrollar para ser resistentes a los efectos desfavorables de los 
taninos. Smith, et al. (2005) afirmaron que los metanógenos se vuelven resistentes a los 
efectos adversos de los taninos, por medio de la desintoxicación de taninos, la síntesis de 
complejos de tanino y la formación de polímeros de glicocálix extra-celular.  
 
En otro trabajo, Ammar et al. 2009 estudiaron el efecto a mediano plazo de la ingesta de 
taninos condensados de quebracho, sobre la actividad fermentativa en un sistema in vitro, 
usando la técnica de gases con líquido ruminal extraído de ovejas, a las cuales se les 
suplementó con 50 g de quebracho/kg de materia seca (MS) consumida durante 60 días; 
encontraron que los tratamientos que recibieron suplementos con taninos condensados 
mejoraron la actividad fermentativa para degradar un sustrato rico en taninos. Los autores 
explican el comportamiento debido a la aparición y proliferación de especies bacterianas 
tanino-tolerantes y/o a la estimulación de cambios en las bacterias existentes para mejorar su 
tolerancia a dichos compuestos fenólicos. 
 
Por otra parte, muchas publicaciones han revelado el efecto negativo de los taninos en la 
metanogénesis, uno de ellos es el realizado por Tavendale et al. (2005), los cuales reportaron 
que la producción de metano (ml/g MS) a las 12 h fue mayor para Medicago sativa (25 ml) que 
para Lotus pedunculatus (17,6 ml). Posteriormente al adicionar polietilen glicol, aumentó la 
producción de metano para L. pedunculatus (17%), pero en Medicago sativa no hubo ningún 
efecto. Por otro lado, Puchala et al. (2005) al suplementar cabras con  extracto de L. cuneata, 
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que tiene 17.7% de taninos condensados, redujeron las emisiones de metano en 7,4 vs 10,6 
g/día y 6,9 frente a 16,2 g/kg de MS consumida de L. cuneata y el control, respectivamente. 
También, Min et al. (2005) en condiciones in vitro, encontraron que los taninos de quebracho 
(75% de taninos condensados) suministrados en concentraciones de 1 y 2 g/l, disminuyeron la 
producción de metano en 12.3 y 32.6% respectivamente. Un año después, el mismo autor con 
el mismo método (in vitro) evaluó la suplementación con taninos de quebracho durante 63 días, 
con suministro de 10 y 20 g/kg de MS consumida y encontró una disminución de la producción 
de metano en 25 y 51% (Min et al., 2006).  
 
Bhatta et al. (2009) evaluaron seis fuentes naturales de taninos condensados y/o hidrolizables. 
En un primer experimento in vitro al evaluar un tratamiento con solo taninos hidrolizables y 
otros con taninos hidrolizables más condensados, encontraron que la producción de metano 
disminuyó en 0,6 y 5,5% respectivamente, en comparación con la producida mediante 
incubaciones que contenían como tanino aglutinante el polietilenglicol. Con este experimento 
los investigadores concluyeron que las fuentes de taninos que contienen tanto taninos 
hidrolizables como condensados  fueron más potentes en la supresión de la metanogénesis 
que las que contienen sólo taninos hidrolizables. Igualmente, Cieslak et al. (2012) evaluaron 
extracto del árbol Arándano rojo (Vaccinium vitis idaea) como fuente de taninos en cuatro vacas 
lecheras Holstein-Friesian canuladas al rumen, suplementando con 140 g de extracto de 
arándano rojo que contenía el equivalente a 2 g de taninos/kg MS de la dieta y encontraron que 
la producción de metano se redujo. 
 
Por su parte, Huang et al. (2011) al evaluar el efecto de los taninos de Leucaena con diferentes 
pesos moleculares, encontraron que las fracciones de taninos condensados con el más alto 
peso molecular, presentaron la mayor inhibición en la producción de metano, siendo un 62% 
inferior a la del control. Además, la cantidad de metano como una proporción del total de gas 
también se redujo, lo que sugiere un efecto directo de los taninos condensados con mayor peso 
molecular sobre la actividad metanogénica.  
 
Sin embargo, Beauchemin et al. (2007) no encontraron ningún efecto sobre la metanogénesis 
al utilizar extracto de taninos de quebracho (10-20 g / kg de consumo de MS) en ganado de 
carne durante 28 días. Del mismo modo, Briceño et al. (2012) evaluó la producción de metano 
en 12 ovejas Pelibuey suplementando con vainas de dos especies arbóreas, Acacia pennatula 
y Enterolobium cyclocarpum; no hubo diferencias en la producción de metano (kJ/mol) entre los 
tratamientos con el control.  
 
Las diferencias encontradas en los estudios que evalúan el efecto de los taninos en la 
metanogénesis, pueden ser explicadas por la variedad de taninos evaluados en cada estudio. 
Es decir, en cada estudio se evaluaron diferentes especies vegetales con diferente 
concentración de taninos, lo que podría ser una fuente de variación y hacer que los resultados 
cambien de un estudio a otro. 
 
 
1.6.4 Efecto de los taninos sobre los parámetros de la fermentación 
ruminal 
 
Los taninos tienen efectos antimicrobianos en el rumen, lo que podría ayudar a disminuir las 
emisiones de metano, pero a su vez podrían generar efectos  adversos sobre la fermentación 
ruminal y la digestión de los alimentos, según su composición y cantidad ofrecida. En general, 
se sugiere que una concentración de taninos mayor al 5% en dietas, puede tener efectos 
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adversos en la utilización de nutrientes y la productividad de los animales. Dicha respuesta se 
ha caracterizado por una reducción en la palatabilidad de las dietas, disminución de la tasa de 
digestión en el rumen y un desarrollo de la aversión condicionada al sabor (rechazo inmediato), 
sin embargo la respuesta es dependiente del tipo de taninos (Waghorn et al., 2008).  
 
Varios investigadores han reportado el efecto de los taninos en diferentes parámetros se la 
fermentación ruminal. Así, Vasta et al. (2009)  suplementaron  corderos con 8.93% de la MS 
con taninos de quebracho y encontraron una reducción en el consumo (768 vs 956 g/d), de 
veza fresca (Vicia sativa), con respecto a los corderos alimentados con el mismo forraje pero 
sin taninos. Sin embargo, los taninos no afectaron el consumo de MS en los corderos 
alimentados con una dieta a base de concentrado, evidenciando el efecto de los taninos 
dependiendo del tipo de alimento. En una evaluación realizada por Carulla et al. (2005), 
encontraron que el consumo de alimento de ovejas suplementadas con extracto de taninos de 
A. mearnsii fue menor, en comparación con el tratamiento sin taninos. 
 
Recientemente, Briceño et al. (2012) evaluaron el consumo, la DMS y los AGV en 12 ovejas 
Pelibuey suplementadas con dos especies de leguminosas arbóreas, Acacia pennatula y 
Enterolobium cyclocarpum, con taninos y saponinas en su vaina. Los resultados muestran 
diferencias en el consumo de MS entre las raciones con vainas de las leguminosas (1155 y 
1122 g/d para  A. pennatula y E. cyclocarpum, respectivamente), aunque no hubo diferencias 
en el consumo de MS entre A. pennatula y el control. El consumo de materia orgánica digerible 
no difirió entre tratamientos, siendo 698, 737 y 730 g/d para el control, A. pennatula y E. 
cyclocarpum, respectivamente. La digestibilidad aparente de la MS fue diferente, con el control, 
que tuvo la mayor digestibilidad (84%) con respecto a A. pennatula y E. cyclocarpum. No hubo 
diferencias en la eficiencia de conversión de hexosa a ácidos grasos volátiles en el rumen, con 
el tratamiento control que mostró la mayor eficiencia (79%), seguido por E. cyclocarpum y A. 
pennatula (76%).  
 
Bhatta et al. (2009) en condiciones in vitro evaluaron un tratamiento con solo taninos 
hidrolizables y otros con taninos hidrolizables más condensados, encontraron que los taninos 
(en los dos tratamientos) aumentaron el pH con respecto al control (sin taninos), las 
concentraciones de propionato y los AGV totales se redujeron. Por otra parte, Cieslak et al. 
(2012) evaluaron Vaccinium vitis idaea (Arándano rojo) como fuente de taninos, suplementando 
con 140 g de extracto de esta fuente, que contenía el equivalente a 2 g de taninos/kg MS de la 
dieta, y encontraron que la concentración de amoníaco y la relación acetato/propionato se 
redujeron, aunque la proporción de AGV totales no se vio afectada. 
 
Hay evidencia que muestra cómo una disminución significativa en la metanogénesis, sin una 
reducción apreciable de la concentración de AGV y la digestibilidad podría ser posible, pero 
esto debe probarse en condiciones in vivo para su aplicación práctica en el campo (Hariadi y 
Santoso, 2010). Otros efectos beneficiosos reportados de taninos, son la protección de la 
degradación de la proteína en el rumen, lo que aumenta la oferta de proteína de sobrepaso o 
metabolizable hacia el duodeno, la prevención de posible acidosis y el aumento en las 
concentraciones de ácido linoléico conjugado (CLA), en los alimentos derivados de rumiantes 
(Waghorn et al., 2008). 
 
En síntesis, los taninos son un aditivo que ha sido ampliamente estudiado en los últimos años, 
ya que se originan de fuentes naturales y a diferencia de lo que se creía años atrás, en bajas 
concentraciones pueden tener efecto favorable para el animal. Se habla de un efecto 
bacteriostático y/o bactericida en algunos microorganismos metanógenos y por consiguiente 
Capítulo 1 23 
 
una disminución de las emisiones de metano, al suplementarlo a animales o evaluarlo en 
condiciones in vitro. En general, en estudios que evalúan su efecto en los parámetros de la 
fermentación ruminal, se reporta una disminución del consumo y una protección a la 
degradación de la proteína en el rumen. 
 
 
 
1.7 Lípidos 
 
 
1.7.1 Química 
  
Los lípidos son biomoléculas orgánicas formadas básicamente por carbono e hidrógeno y 
generalmente también oxígeno; pero en porcentajes mucho más bajos. Además pueden 
contener también fósforo, nitrógeno y azufre. Químicamente es un grupo de sustancias muy 
heterogéneas que sólo tienen en común dos características, su insolubilidad en agua y su 
solubilidad en disolventes orgánicos, como éter, cloroformo, benceno, etc. Algunos ejemplos de 
lípidos se muestran en la figura 1-6. 
 
 
Figura 1-6. Representación esquemática de varias moléculas de lípidos 
 
 
Tomado de http://1.bp.blogspot.com 
 
Estos compuestos orgánicos se obtienen a partir de semillas u otras partes de las plantas, en 
cuyos tejidos se acumulan como fuente de energía. Se utilizan tradicionalmente por el hombre 
desde hace muchos siglos, ya que proporcionan un sabor característico a las comidas y se 
utiliza como agentes antimicrobianos y conservantes. Existen muchos tipos de aceites 
vegetales desde los de soya, girasol, maíz, oliva, que se utilizan en la alimentación humana; los 
de palmíste, palma, pescado que se utilizan en la alimentación animal; hasta los aceites 
esenciales que se utilizan en múltiples actividades por su sabor y aroma característico.  
 
 
1.7.2 Efecto de los lípidos sobre los microorganismos metanógenos 
 
La explicación del porque los aceites tienen propiedades antimicrobianas no están del todo 
claras, pero la presencia de oxígeno en la estructura química parece ser importante, sin 
embargo su actividad antimicrobiana es variable. Los metabolitos secundarios que tienen 
Efecto de varios aditivos y suplementos nutricionales en las emisiones de metano y 
los parámetros de la fermentación ruminal in vitro 
 
oxígeno como los fenoles y los sulfuros tienden a exhibir una fuerte actividad antimicrobiana. 
Por otra parte, se cree que el grupo hidroxilo es un instrumento que interrumpe el transporte 
normal de iones a través de la membrana citoplasmática (Benchaar y Greathead, 2011). 
 
La hidrofobicidad también es una característica que parece ser crucial para la actividad 
antimicrobiana de los aceites, es decir, los aceites preferiblemente se parten desde una fase 
acuosa en la doble capa lipídica de la membrana citoplasmática donde se acumulan. Es desde 
dentro de esta doble capa lipídica que se cree, los aceites orquestan uno o más de sus efectos 
antimicrobianos, mediante la alteración de la permeabilidad de la membrana y así interrumpir 
los procesos de transporte de iones y la interacción con proteínas de membrana, y/u otros 
componentes citoplasmáticos. Esta respuesta mediada por los aceites se logra, ya sea desde 
dentro de la membrana citoplasmática o por difusión en el citoplasma (Benchaar y Greathead, 
2011).  
 
Una investigación realizada por Fujisawa et al. (2009), reportan que la actividad antimicrobiana 
de los aceites tiende a ser selectiva contra bacterias Gram positivas, debido a que la 
membrana externa de bacterias Gram Negativas está muy cargada y se cree que actúa como 
una barrera a los aceites. 
 
En otro estudio elaborado por Ohene-Adjei et al. (2008) con ovejas, se observó que la adición 
de cinamaldehído (0,02 g/kg) a una dieta basada en cebada, no afectó el número total de 
Arqueas metanogénicas. Curiosamente, el análisis filogenético indicó que la suplementación de 
cinamaldehído inhibía a M. ruminantium. Igualmente, Agarwal et al. (2009) informaron que la 
inclusión de aceite de menta en una concentración de 0,33 ml/l en un medio in vitro aumento el 
número de metanógenos al doble, aunque hubo una disminución del 20% en la producción de 
metano, sin afectar los AGV. Estos estudios sugieren que los aceites aumentan la distribución 
filogenética de Arqueas metanogénicas.  
 
Al parecer una disminución de la metanogénesis en cantidades bajas, podría estar asociado 
con los cambios en la tasa de la metanogénesis por arqueas ruminales, debido a la alteración 
de su población o a la actividad de los genes que producen metano (Ohene- Adjei et al., 2008). 
 
 
1.7.3 Efecto de los lípidos en la metanogénesis 
 
Desde los años 90 autores como Johnson y Johnson (1995), señalan que los lípidos en la dieta 
de los rumiantes afectan la metanogénesis por diversos mecanismos, incluyendo la 
biohidrogenación de los ácidos grasos insaturados, el aumento en la producción de ácido 
propiónico y la inhibición de protozoos. Se ha demostrado que la adición de ácidos grasos 
poliinsaturados de cadena larga disminuye la metanogénesis porque se convierte en una 
alternativa metabólica para la provisión de hidrógeno.  Sin embargo, la cantidad total de 
hidrógeno usado en los procesos de biohidrogenación de los ácidos grasos insaturados 
endógenos es pequeña (1%), comparado con el que se usa para la reducción de CO2 a metano 
(48%), la síntesis de AGV (33%) y la síntesis bacterial (12%) (Johnson y Johnson, 1995) 
 
El efecto de los lípidos, especialmente aceites esenciales, en la metanogénesis ha sido muy 
estudiado en los últimos años. Calsamiglia et al. (2007) evaluaron el eugenol, uno de los 
principales componentes activos de aceites de clavos y canela (representando hasta el 85% y 
el 8%), y encontraron que tiene un amplio espectro antimicrobiano contra bacterias Gram 
positivas y Gram negativas y además posee efectos beneficiosos en la fermentación ruminal. 
Capítulo 1 25 
 
Del mismo modo, un estudio in vivo realizado por Wang et al. (2009), reportó que la inclusión 
de 0,25 g/día de una mezcla de aceites de plantas de orégano en la dieta en ovejas durante 15 
días, redujo el metano. Por el contrario, en otro estudio in vivo de Beauchemin y McGinn 
(2006), al suplementar ganado vacuno con una mezcla de aceites de orégano (1 g/día) durante 
21 días, no reveló ningún efecto sobre la metanogénesis, lo que podría estar influenciado por la 
adición de dosis bajas. En otro estudio realizado por Macheboeuf et al. (2008), donde 
evaluaron aceite extraído de orégano (Origanum vulgare) y su componente timol, encontraron 
que la adición de dicho aceite causa supresión de la metanogénesis en un 99% a una 
concentración 6mM. 
 
Inicialmente, Evans y Martin (2000) observaron que el timol (0,4 g/l), el principal componente 
del aceite de plantas de orégano, era un fuerte inhibidor de metano in vitro, pero las 
concentraciones de acetato y el propionato también disminuyeron. Durante el mismo año 
Dohme et al. (2000), señalaron que grasas con altas cantidades de ácidos grasos de cadena 
media pueden ser efectivas en la reducción tanto de metano como de las poblaciones 
protozoales.  
 
En otro experimento, Lin et al. (2012) evaluaron el efecto de la combinación de diferentes 
aceites esenciales (tomillo, orégano, canela y limón) aplicados en niveles de 0 a 500 mg/l y 
encontraron que la combinación de aceites esenciales redujo la producción de metano durante 
las primeras 24 horas de una manera dependiente de la dosis. Macheboeuf et al. (2008) 
también evaluaron en cultivos discontinuos (16 h de incubación), el efecto de la suplementación 
con aceite de tomillo (470 g/kg timol, 200 g/kg terpineno y 200 g/kg de p-cimeno) sobre la 
producción de metano y encontraron que se requiere como mínimo 300 mg/L de timol para 
inhibir la producción de metano.  
 
 
1.7.4 Efecto de los lípidos sobre los parámetros de la fermentación ruminal 
 
En diferentes estudios se ha evaluado el efecto de los lípidos en el consumo voluntario de 
animales, la concentración de ácido grasos volátiles y el pH. En un estudio realizado por Lin et 
al. (2012), evaluando la combinación de diferentes aceites esenciales (tomillo, orégano, canela 
y limón) aplicados en niveles de 0 a 500 mg/l, redujo la producción de gas y los AGV totales 
durante las primeras 24 horas de una manera dependiente de la dosis.  
 
En cambio en condiciones in vivo, Wang et al. (2009) no encontraron efectos en el consumo de 
alimento, ni reducción significativa en las emisiones de metano, cuando alimentaron ovejas con 
250 mg/día de aceite extraído de plantas de orégano. Del mismo modo, Benchaar et al. (2007) 
cuando suplementaron ganado lechero con una mezcla de aceites esenciales a razón de 750 
mg o 2 g, se redujeron las emisiones de metano y no hubo efectos sobre el consumo voluntario 
de las vacas. En contraste, Busquet et al. (2003) encontraron que al suplementar vacas 
lecheras con altas dosis de cinamaldehído (500 mg/día), el consumo se vio afectado 
negativamente. Según Calsamiglia et al. (2007), la reducción de la ingesta podría estar 
relacionada con problemas de palatabilidad, lo que sugiere que el producto necesita ser 
encapsulado para superar dicho problema. 
 
Finalmente, algunos aceites puros tienen un mayor impacto en el perfil de ácido grasos 
volátiles del rumen, debido a la disminución del pH y el estado de la molécula de aceite, es 
decir, disociada o no disociado, situación ligada al pH del medio ruminal (Cardozo et al., 2005). 
Según Patra y Saxena (2009), los aceites tienen otros efectos beneficiosos en el rumen, 
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además de reducir la metanogénesis, tales como la modulación de la reducción de la proteína, 
la degradación del almidón y la inhibición en la degradación de aminoácidos debido a una 
acción selectiva sobre ciertos microorganismos del rumen.  
 
Con la información obtenida en esta revisión, se puede concluir que pese a que el efecto de los 
lípidos en la metanogénesis ha sido ampliamente estudiado, no hay un consenso sobre si 
afectan o no a los microorganismos metanógenos y  por consiguiente la producción de metano. 
Dicha variabilidad en los resultados se debe principalmente al tipo de lípido evaluado, ya que 
varían en su calidad nutricional y por ende en su efecto sobre la metanogénesis. Aunque lo que 
sí se ha demostrado es que altas inclusiones de aceites en la dieta de bovinos, disminuye el 
consumo voluntario de materia seca. 
 
 
 
1.8 Glicerina 
 
 
1.8.1 Química 
 
La glicerina, glicerol o 1, 2, 3 propanotriol, químicamente es una molécula sencilla que posee 
un alcohol con tres grupos hidroxilos (Figura 1-7). Es uno de los principales productos de la 
degradación digestiva de lípidos, paso previo para el ciclo de Krebs y también aparece como un 
producto intermedio de la fermentación alcohólica, además junto con los ácidos grasos, es uno 
de los componentes de lípidos como los triglicéridos y los fosfolípidos. Se presenta en forma de 
líquido a una temperatura ambiental de 25°C, es higroscópico e inodoro, con un coeficiente de 
viscosidad alto y con un sabor dulce como otros polialcoholes. 
 
El glicerol crudo es un subproducto de la producción de biodiesel. Alrededor de 80 g de glicerol 
es producido por cada litro de biodiesel (Thompson y He, 2006). Contiene entre 0.80-0.90 de 
glicerol y agua con pequeñas cantidades de ceniza (principalmente NaCl), ácidos grasos libres 
y trazas de metanol y de proteína (Kerr et al., 2009). Debido a la expansión de la industria de 
los biocombustibles y al conocimiento de los efectos glucogénicos del glicerol, su uso en las 
dietas de rumiantes se ha convertido en atractivo, hasta el punto de lograr pulverizar el glicerol 
o glicerina para mayor facilidad al momento de suministrarla a los animales. 
 
Figura 1-7. Representación esquemática de una molécula de glicerina 
 
 
 
Tomado de http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c7/Glycerin_Skelett2.svg 
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1.8.2 Efecto de la glicerina sobre los microorganismos metanógenos 
 
Existe muy poca información, sobre el efecto del glicerol en los metanógenos, debido a que, 
aunque el glicerol se ha evaluado en la alimentación de rumiantes y en los parámetros de la 
fermentación ruminal, no ha sido evaluado como antimetanogénico de manera extensa. Por lo 
anterior, si el glicerol no se ha tenido en cuenta como un suplemento que afecte la 
metanogénesis, mucho menos se ha evaluado el efecto de este en los microorganismos 
metanógenos. 
 
En un estudio realizado por Krehbiel (2008), se encontró que las especies que más fermentan 
grandes cantidades de glicerol en el rumen son las Selenomonas, generando como productos 
principales propionato, succinato, lactato y acetato.  
 
 
1.8.3 Efecto de la glicerina en la metanogénesis 
 
El glicerol es fermentado rápidamente a propionato cuando llega al rumen, a pesar de que las 
mediciones de la velocidad de la fermentación y la producción de ácidos grasos volátiles (AGV) 
son contradictorias. En este sentido, Trabue et al. (2007) reportan que el 80% del glicerol que 
ingresa al rumen, puede ser metabolizado por los microorganismos anaerobios en 24 horas de 
incubación in vitro.  
 
Adicionalmente el glicerol tiene otros efectos positivos en los animales rumiantes, según Lee et 
al. (2011) la suplementación de bovinos con glicerol tiene  potencial para reducir las emisiones 
de metano y aumentar la eficiencia en el uso de la energía de dietas para rumiantes. Debido a 
que el producto final de la fermentación del glicerol es principalmente propionato y existe una 
relación inversa entre la producción de metano y la producción de propionato. La glicerina 
podría reducir la producción de metano en el rumen, sin embargo pocos datos han sido 
reportados para documentar dicho efecto, por lo que se necesitan estudios que investiguen los 
efectos de la adaptación de las poblaciones microbianas en el rumen, al glicerol en la 
producción de metano. 
 
Uno de los pocos artículos publicados que evalúan el efecto del glicerol en las emisiones de 
metano, es el publicado por Lee et al. (2011) en el cual evaluaron in vitro la fermentación del 
glicerol (0.5 g), alfalfa (0.5 g), maíz (0.5 g) y dos combinaciones de éstos, la primera fue de  
glicerol (0.1 g) y alfalfa (0.5 g) y la segunda de glicerol (0.1 g) y maíz (0.5 g). Los resultados 
muestran, que la producción de metano fue mayor en los tratamientos con maíz (27,7 ml/g) que 
con alfalfa (16,4 ml/g) y la adición de glicerol redujo la producción de metano, tanto con el maíz 
como con la alfalfa durante las primeras 24 horas de incubación.  
 
La producción de metano a partir de glicerol tuvo un comportamiento similar a la producción de 
gas en el tratamiento con glicerol, ya que presentó menor producción de metano (2,88 ml/g) 
que los otros tratamientos (8,86 a 19,63 ml/g), durante las primeras 12 horas de incubación. Sin 
embargo, después de 12 horas, la producción de metano a partir  del glicerol  aumentó 
rápidamente y, a las 24 horas de incubación, no hubo diferencias en la producción de metano 
con alfalfa sola o con alfalfa + glicerol. La depresión inicial en la producción de metano, cuando 
se utilizó glicerol, solo pudo ser debido a un retraso en el tiempo para el inicio de la 
fermentación del glicerol, lo que implica que la adaptación microbiana se requiere para que 
pueda ser fermentado rápidamente. Curiosamente, grandes cantidades de gas y metano fueron 
producidos en un tiempo de incubación más largo con glicerol como el único sustrato, lo que 
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sugiere que los microbios del rumen con éxito pudieron fermentar el glicerol y producir metano 
después de la adaptación.  
 
En otro artículo publicado por Avila et al. (2011), se evalúo la producción de metano in vitro al 
sustituir una dieta basada en grano de cebada y ensilajes de cebada, por glicerol en 0, 70, 140 
y 210 g/kg de Materia Seca (MS). Los resultados indicaron que la adición de glicerol en todas 
las proporciones, no genero ningún efecto depresivo en la producción de metano. 
 
Sobre la base de esta información, se requiere investigar los cambios en la comunidad 
microbiana durante la fermentación del glicerol, teniendo en cuenta que estequiométricamente 
(más propionato y menos acetato en rumen), la suplementación de rumiantes con glicerol, 
puede ser un medio eficaz para reducir la producción de metano entérico por los rumiantes.  
 
 
1.8.4 Efecto de la glicerina sobre los parámetros de la fermentación 
ruminal 
 
El efecto de la glicerina o glicerol sobre los parámetros de la fermentación ruminal, es un tema 
que ha sido más estudiado y debatido en los últimos años, debido a que con el incremento en 
la generación de combustibles alternativos a los combustibles fósiles (entre ellos el biodiesel), 
la generación de subproductos (como la glicerina) también aumentó. Parsons et al. (2009) 
demostraron que la suplementación con glicerol a dietas de ganado de carne, mejoró la 
ganancia de peso y la eficiencia alimenticia. Del mismo modo, Donkin et al. (2009) afirmaron 
que el glicerol puede ser incluido en las raciones de ganado lechero en hasta 150 g/kg de MS, 
sin efectos adversos en la producción de leche o la composición de la misma.  
 
En un estudio in vivo, DeFrain et al. (2004) encontraron que vacas lecheras suplementadas con 
glicerol, presentaron en el líquido ruminal concentraciones de AGV más altas, mayores 
proporciones molares de propionato ruminal y una relación acetato/propionato inferior que los 
animales no suplementados. Por otra parte, Lee et al. (2011) encontraron que al añadir glicerol 
a la dieta de bovinos, la producción de gas total acumulado a las 24 horas de incubación, se 
redujo. Del mismo modo, Ferraro et al. (2009) también observó una reducción en la producción 
de gas cuando suplementó con glicerol, debido posiblemente a que el producto final de la 
fermentación del glicerol es principalmente propionato, cuya fermentación produce menos gas 
que la del acetato.  
 
Avila et al. (2011), al sustituir en una dieta basada en grano de cebada y ensilajes de cebada, 
por glicerol en 0, 70, 140 y 210 g/kg de Materia Seca (MS) usando una  técnica in vitro, 
encontraron que la producción de gas acumulado en ml/g MS del substrato, la DIVMS y el pH 
fueron similares entre tratamientos. En otro estudio realizado por Rico et al. (2012), se evaluó el 
efecto de 0, 3, 5, y 8% (con respecto a la MS consumida) de glicerina sólida como un 
reemplazo del almidón en vacas lactantes, por medio de fermentadores in vitro de tipo semi-
continuo (RUSITEC). Los resultados obtenidos indicaron que la sustitución de almidón de maíz 
con glicerina sólida, aumentó linealmente las proporciones de propionato y valerato a expensas 
de acetato y aumentó la digestibilidad de la fibra en detergente neutro dietética, sin un cambio 
en el flujo o la eficiencia de la síntesis de proteína bacteriana.  Es decir, que la glicerina sólida 
puede sustituir el almidón de maíz en la dieta de vacas lecheras, con un nivel de inclusión de 
hasta el 8% de la MS sin afectar negativamente la fermentación ruminal y la digestibilidad. 
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Después de esta breve revisión de la glicerina, se puede concluir que el efecto de ésta en la 
metanogénesis y en los microorganismos metanogénicos, ha sido muy poco estudiada y los 
escasos estudios realizados no han encontrado ningún efecto supresor del metano. En 
contraste, el efecto de la glicerina en los parámetros de la fermentación ruminal ha sido 
ampliamente estudiado, debido al auge en los últimos años de los biocombustible y por 
consiguiente la acumulación de subproductos. 
 
 
 
1.9 Conclusiones 
 
Existen diversos aditivos y suplementos como la monensina, ácido fumárico, taninos, lípidos y 
glicerina que parecen tener un alto potencial para mitigar las emisiones de metano y mejorar 
algunos parámetros de la fermentación ruminal.  
 
Los mecanismos de acción aún no están del todo claros, básicamente la monensina afecta la 
permeabilidad de la membrana de microorganismo ruminales, entre ellos metanogénicos, 
aumenta la producción de ácido propiónico y puede disminuir el consumo de materia seca.   
 
El ácido fumárico al ser un precursor de propionato constituye una ruta alternativa deseable 
para el H2, debido a que el H2 ya no sería incorporado por metanógenos para la 
metanogénesis, sino que sería utilizado para producir propionato, lo que generaría una 
disminución de la metanogénesis. Sin embargo, al realizar evaluaciones in vitro, las 
reducciones de metano obtenidas nunca alcanzan las esperadas, pese a que se encuentran 
efectos favorables en la concentración de AGV, principalmente propionato. 
 
Los taninos pueden tener un efecto bacteriostático y/o bactericida en algunos microorganismos 
metanógenos, por lo que se espera que disminuyan las emisiones de metano, también tienen 
un efecto protector en la proteína dietaría aumentando la proteína que pasa a duodeno, pero 
niveles mayores de 6-7% pueden afectar el consumo. 
 
Los lípidos pueden disminuir las emisiones de metano por el proceso de biohidrogenación que 
pueden activar o por un efecto directo sobre los microorganismos, pero los efectos varían en 
función del tipo de aceite. También está ampliamente reportado que los lípidos pueden 
disminuir el consumo de alimento y la degradación de las fracciones fibrosas.  
 
Finalmente, la glicerina, al igual que el ácido fumárico, es un precursor de propionato, por lo es 
de esperarse que disminuya las emisiones de metano. Sin embargo, muy pocos estudios han 
reportado su efecto en dichas emisiones y los existentes no corroboran dicha hipótesis, lo que 
sí está demostrado es que aumenta la concentración de ácido propiónico en rumen.  
 
Es necesario evaluar el efecto de los aditivos y suplementos en sistemas de alimentación a 
base de forrajes, especialmente tropicales, ya que la mayor parte de la información reportada 
se encuentra en condiciones intensivas con dietas complementa mezcladas o TRM (por su 
sigla en Inglés). 
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2.1 Resumen 
 
 
Un estudio con tres niveles de monensina sódica en tres forrajes de calidad nutricional contrastante, 
se llevó a cabo para determinar el efecto de la monensina sódica sobre las emisiones de metano y los 
parámetros de la fermentación ruminal. Se realizaron tres incubaciones in vitro por medio de la 
técnica de gases, una por cada forraje a 24 y 48 horas de incubación, con líquido ruminal de 4 vacas 
canuladas al rumen. Los forrajes utilizados como sustrato base fueron Pennisetum clandestinum, 
Megathyrsus maximus   y Brachiaria humidicola con inclusiones de 0.2%, 0.4% y 0.6% de la MS en 
monensina sódica. Las emisiones de metano y el volumen de gas disminuyeron lineal y 
cuadraticamente con la inclusión de monensina, en la mayoría de los casos sin diferencias 
significativas (P>0.05) entre niveles de inclusión. La inclusión de monensina disminuyó linealmente la 
degradabilidad de la MS, FDN, FDA, PC y todos los AGV evaluados, en los tres forrajes. Los 
resultados de este estudio indican que la monensina, bajo nuestras condiciones, es un aditivo efectivo 
en la mitigación de las emisiones de metano, pero también disminuye la degradación de fracciones 
como la MS, FDN y FDA.   
 
Palabras clave: monensina, metano, forrajes, in vitro, 
 
 
 
2.2 Introducción 
 
La tasa de acumulación de metano en la atmósfera producto de la fermentación entérica de los 
bovinos, tiene una importante participación en el efecto invernadero y por consiguiente en el 
40 Efecto de varios aditivos  y suplementos nutricionales en las emisiones de metano y los 
parámetros de la fermentación ruminal in vitro 
 
calentamiento global. Adicionalmente, la emisión de gases en forma de metano entérico, producto de 
la fermentación ruminal en los rumiantes, altera negativamente la  eficiencia energética de los 
sustratos alimenticios fermentados en el rumen.  
 
La monensina sódica es un ionóforo utilizado en la dieta de animales bovinos para aumentar la 
eficiencia fermentativa y disminuir las emisiones de metano, ya que afecta la permeabilidad de la 
memebrana de bacterias que producen H2, el cual es un compuesto esencial para la síntesis de 
metano, con lo que indirectamente disminuye las emisiones de metano. Su mecanismo de acción 
está caracterizado por la modificación del movimiento de iones a través de las membranas de los 
microorganismos del rumen (Schelling, 1984). Existen muchas respuestas biológicas reportadas en la 
literatura, que se remontan a los años 70, de animales bovinos al ser alimentados con monensina 
sódica. Sin embargo, no se ha estudiado a profundidad el efecto de la monensina en condiciones de 
explotación  de sistemas de alimentación a base de pasturas y forrajes tropicales  tipo C4. 
 
La comprensión del efecto de la inclusión de monensina sódica sobre las  emisiones de metano 
entérico y los parámetros de la fermentación ruminal, podría contribuir a determinar si su efecto 
supresor en las emisiones de metano se debe a cambios en el metabolismo de la fermentación 
ruminal o simplemente a cambios en la digestibilidad de la dieta, en sistemas de alimentación a base 
de pasturas tropicales. Es por ello, que el principal objetivo de la presente investigación, es 
determinar el efecto de la inclusión de tres niveles de monensina sódica en la dieta de bovinos 
alimentados con Pennisetum clandestinum, Megathyrsus maximus   y Brachiaria humidicola, en la 
producción de metano y los parámetros de la fermentación ruminal  in vitro. 
 
 
 
2.3 Materiales y métodos 
 
La descripción detallada de los materiales y métodos se presenta a continuación, pero para los 
siguientes capítulos (3, 4, 5 y 6) se presentará un resumen de este, debido a que la metodología es la 
mima, solo cambian los aditivos y/o suplementos en prueba para la mitigación del metano entérico en 
rumiantes. 
 
 
2.3.1 Localización 
 
El trabajo experimental se realizó en el laboratorio de Biotecnología Ruminal (BIORUM), 
perteneciente al Departamento de Producción Animal, ubicado en la Universidad Nacional de 
Colombia, Sede Medellín. El laboratorio está situado en el noroccidente del país, sobre la cordillera 
central de los Andes en las coordenadas 6°13′55″N 75°34′05″O. La latitud y altitud de la ciudad dan 
como resultado un clima tropical subhúmedo, con una temperatura que oscila entre 16 y 28 °C y 
una precipitación media anual de 1.656 mm. 
 
 
2.3.2 Dietas y tratamientos asignados 
 
Los forrajes usados como substratos, para los procesos de fermentación ruminal in vitro fueron los 
siguientes: 
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Pennisetum clandestinum (pasto Kikuyo) como forraje tropical de alta calidad nutricional, con una 
edad de rebrote de 42 días, el cual se obtuvo en el municipio de San Pedro de los Milagros, que se 
encuentra localizado en la Región Norte del Departamento de Antioquia. Tiene una temperatura 
media de 16° C., una altura sobre el nivel de 2.475 metros y una precipitación anual promedio de 
1.575 mm. Sus coordenadas son 6° 19´19´´ de latitud norte y a 1° 37´ 40´´ de longitud occidental.  
 
Megathyrsus maximus  (pasto Guinea) como forraje de mediana calidad nutricional, con una edad de 
rebrote de 35 dias, el cual se obtuvo en el municipio de  Santafé de Antioquia, caracterizado por ser 
un territorio montañoso correspondiente a la cordillera Central de los Andes y regado por los ríos 
Cauca y Tonusco, con una temperatura media de 27° C., una altura sobre el nivel de 550 metros y 
una precipitación anual de 1.100 mm.  Sus coordenadas son 6° 36´ 306´´ de latitud norte y a 74° 74´ 
833´´ de longitud occidental. 
 
El forraje de baja calidad nutritiva utilizado correspondió al pasto humidicola (Brachiaria humidicola), 
con una edad de rebrote de 30 dias, el cual se colecto en el municipio de Cimitarra (Santander), 
localizado al Sur-occidente del Departamento de Santander, a 6º, 18’ y 58’’ Latitud Norte y 73º, 56’ y 
02’’ Longitud Oeste. Tiene una temperatura media de 30° C., una altura sobre el nivel de 200 metros 
y una precipitación anual de  2.690 mm. 
 
Todas estas las muestras de forraje se colectaron utilizando la técnica del “Hand Pluck” (Euclides et 
al. 1962 y Cook 1964), para garantizar una muestra representativa de lo que los animales  bajo 
pastoreo seleccionan y consumen. 
 
La monensina sódica, se obtuvo del producto denominado Rumensin® de la marca registrada por 
Elanco Animal Health, Indianapolis, IN. Este producto posee una concentración de monensina sódica 
al 10% y tiene un proceso de granulación que permite un mezclado más fácil, uniforme y evita la 
formación de polvo.  
 
Los tratamientos asignados a cada uno de los forrajes (de alta, media y baja calidad nutricional), 
fueron los siguientes: 
Tratamiento 1: Pennisetum clandestinum solo. 
Tratamiento 2: Pennisetum clandestinum + 0.2% de la MS en monensina. 
Tratamiento 3: Pennisetum clandestinum + 0.4% de la MS en monensina. 
Tratamiento 4: Pennisetum clandestinum + 0.6% de la MS en monensina. 
Tratamiento 5: Megathyrsus maximus  + solo. 
Tratamiento 6: Megathyrsus maximus  + 0.2% de la MS en monensina. 
Tratamiento 7: Megathyrsus maximus  + 0.4% de la MS en monensina. 
Tratamiento 8: Megathyrsus maximus  + 0.6% de la MS en monensina. 
Tratamiento 9: Brachiaria humidicola + solo. 
Tratamiento 10: Brachiaria humidicola + 0.2% de la MS en monensina. 
Tratamiento 11: Brachiaria humidicola + 0.4% de la MS en monensina. 
Tratamiento 12: Brachiaria humidicola + 0.6% de la MS en monensina. 
 
De esta manera se realizaron tres pruebas de fermentación ruminal in vitro, una para cada forraje, 
para evaluar los anteriores tratamientos mediante la utilización de la técnica de producción de gas in 
vitro descrita por  Theodorou et al. (1994). De forma más gráfica y registrando la cantidad incorporada 
en la técnica de gases de monensina sódica, de acuerdo a su concentración en el producto 
comercial, los tratamientos utilizados fueron los siguientes: 
 
42 Efecto de varios aditivos  y suplementos nutricionales en las emisiones de metano y los 
parámetros de la fermentación ruminal in vitro 
 
Figura 2-1 Niveles de inclusión de monensina y cantidades incorporadas del producto comercial en la 
técnica de gases  
     0.0%   Tratamiento control 
 
0.2%   0.0100 g de Rumensin 
Monensina   
      0.4%   0.0200 g de Rumensin 
      
0.6%   0.0300 g de Rumensin 
 
 
2.3.3 Materiales 
 
 
2.3.3.1 Medio de cultivo 
 
Para alcanzar los objetivos planteados, los tratamientos se probaron usando la técnica de gases, 
cuyo principio consiste en establecer condiciones de incubación semejantes a las condiciones in vivo, 
de tal manera que el procedimiento incluye un medio de cultivo, que posee compuestos que simulan 
los que ingresan a rumen a través de la saliva y otros fluidos corporales (Theodorou et al., 1994). 
 
El medio de cultivo estuvo compuesto por soluciones de microminerales, buffer, macrominerales, 
solución reductora y resarzurina (indicador de anaerobiosis). Todos los medios de cultivo fueron 
preparados, siguiendo los protocolos dispuestos por Goering y Van Soest (1970) e implementadas 
por el laboratorio de Biotecnología Ruminal (BIORUM, 2010). Así mismo, todas las mezclas fueron 
preparadas con agitación, a 39ºC y con adición permanente de CO2, para garantizar anaerobiosis. 
 
 
2.3.3.2 Líquido ruminal 
 
El líquido ruminal fue colectado de cuatro (4) animales bovinos de la raza Holstein, canulados al 
rumen y alimentados con una dieta a base de Kikuyo (Pennisetum clandestinum). Estos animales 
pastaron en potreros de la granja Paysandú, de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellín, 
ubicada en Santa Elena. 
 
El líquido extraído fue transportado en termos debidamente sellados, para su conservación durante 
su transporte al laboratorio de biotecnología ruminal en la ciudad de Medellín. Allí, el líquido fue 
filtrado a través de una bolsa porosa con tamaño de poro de 53 µm, según protocolo descrito por 
Giraldo et al. (2007), para eliminar residuos de pasto y material grueso. 
 
 
2.3.4 Métodos 
 
 
2.3.4.1 Calidad nutricional de los forrajes 
 
El análisis de la materia seca se realizó secando las muestras en una estufa de aire forzado marca 
Dies, a 65ºC por 48 horas y posteriormente, moliendo la muestras en un molino marca Fritsch (Idar 
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Oberstein®- Germany) de cuchillas y pasadolas a través de una criba de 1mm. El contenido de 
materia seca (MS) de las muestras se determinó calculando la diferencia entre el peso de la muestra 
húmeda y el peso de la muestra pos secado, una vez haya alcanzado un peso constante. 
 
La determinación del contenido de cenizas se realizó por incineración directa a 500 °C en una mufla 
marca Iterrigeno, según el método descrito por Van Soest y Robertson (1985). Para la determinación 
de la materia orgánica (MO), se calculó la diferencia entre los valores de materia seca (MS) y las 
cenizas (CEN). 
 
La cuantificación del contenido de proteína cruda (PC), se efectuó mediante el método Kjeldahl, 
usando un equipo marca VELP Scientifica® UDK 142 (A.O.A.C., 1984), compuesto por un digestor, 
un destilador y un titulador. El contenido de proteína cruda (PC) se obtuvo multiplicando el valor del 
resultado por el factor 6,25. 
 
La evaluación  del contenido de fibra en detergente neutro (FND) y fibra en detergente ácido (FAD), 
se realizó, siguiendo la técnica secuencial descrita por Van Soest et al., (1991) y Goering y Van Soest 
(1970), respectivamente, y para ello se utilizó un analizador de fibra ANKOM220® (ANKOM Technology 
Corporation, Fairport, USA). 
 
Para el análisis del contenido de lignina, el residuo de FDA (Fibra en Detergente Ácido) se sometió, 
una vez pesado, a una digestión con ácido sulfúrico al 72% (Van Soest, 1994).  
 
La determinación del extracto etéreo de los forrajes se realizó en un analizador de grasa ANKOM 
XT15 por el método Soxhlet, el cual utiliza como solvente extractor de grasa, el éter de petróleo a una 
temperatura de 90°C por una hora (A.O.A.C., 1984).  
 
La evaluación de la digestibilidad in vitro  de la materia seca (DIVMS), se efectuó utilizando un 
incubador Daisy II® de la marca ANKOM  (Ankom technology., 2004) y siguiendo la metodología 
descrita por Goering y Van Soest, (1970).  
 
 
2.3.4.2 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal 
 
La incubación se realizó en botellas de vidrio (ámbar) con capacidad de 110 ml y dentro de cada una 
se adicionó 0.5 gr. de forraje seco, más la cantidad de cada aditivo y/o suplemento que 
correspondiera según el tratamiento, un día antes de la inoculación con el líquido ruminal y el medio 
de cultivo. Para cada tratamiento se realizaron 4 repeticiones (distinto líquido ruminal) y se incubó el 
doble de frascos para sacar la mitad a 24 horas de incubación y la otra mitad a 48 horas de 
incubación. 
 
Se recolectó líquido ruminal proveniente de cuatro vacas de la raza Holstein, canuladas al rumen en 
horas de la mañana; para ello se filtró en un lienzo o muselina el contenido ruminal extraído a través 
de la cánula, se depositó en un termo a una temperatura de 39°C e inmediatamente se trasladó al 
laboratorio de Biotecnología Ruminal.  
 
Una vez en el laboratorio, el líquido fue filtrado nuevamente usando una bolsa de nailon con un 
tamaño de poro de 53 μm (Giraldo et al., 2007), con el fin de retirar los sedimentos y residuos de 
pasto. Se gaseó permanentemente con CO2 y se mantuvo a una temperatura constante de 39°C. 
Posteriormente, se adicionaron a los frascos con el sustrato el medio de cultivo  y el líquido ruminal, 
manteniendo siempre una relación 4:1 de líquido ruminal y medio de cultivo y gaseando 
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continuamente con CO2. Posteriormente las botellas fueron selladas herméticamente con tapones de 
caucho y agrafes de aluminio, agitadas suavemente y trasladadas a una incubadora, que se mantuvo 
a una temperatura de 39° C.  
 
Adicional a las botella con los diferentes tratamientos, se incubaron 12 botellas control (3 por cada 
liquido ruminal), que estuvieron compuestas por solo el medio de cultivo y el líquido ruminal, que 
posteriormente se usaron para corregir la presión generada por el gaseado con CO2 y la presión 
producida por la fermentación producto de los microorganismos ruminales presentes en el líquido 
ruminal, en ausencia de substrato (Theodorou et al. 1994 y López et al., 1998).  
 
Una vez transcurridas 24 horas de incubación, se midió la cantidad de gas producido utilizando un 
transductor de presión T443A (Bailey y Mackey, Inglaterra), para medir la presión al interior del frasco 
y calcular el volumen de gas generado (Theodorou et al. 1994). En las botellas que se mantuvieron 
hasta 48 horas se medió la cantidad de gas producido a las 24 horas y se liberó al exterior. Para 
medir la cantidad de metano a 24 y 48 horas de incubación, con una jeringuilla graduada se tomó una 
muestra del gas producto de la fermentación  y se inyectó en un vacutainer de 10 ml, para determinar 
posteriormente la concentración en metano (CH4) mediante cromatografía de gases.  
 
Al final del tiempo de incubación, se abrieron las botellas, para medir el pH de su contenido y tomar 
muestras para analizar la concentración en ácidos grasos volátiles (AGV) y amonio siguiendo el 
procedimiento descrito por Giraldo et al. (2007).   
 
Luego de la toma de muestras para las diferentes análisis, tanto a 24 como a 48 horas de incubación, 
el contenido de cada botella se filtró a través de un crisol Pirex® provisto de una placa porosa (nº 1). 
Los crisoles se secaron en estufa de aire forzado a 65ºC durante 48 horas y se pesaron para 
determinar la degradabilidad de la materia seca (DMS). Del residuo obtenido se sacaron muestras 
para analizar degradabilidad de la FND, de la FDA y de la PC. 
 
En los efluentes producto de la fermentación ruminal, al final de los tiempos de incubación ruminal in 
vitro de 24 y 48 horas de fermentación, se midió el pH utilizando un pH-metro (Schoot Instruments® 
Modelo 2006). 
 
El contenido de amonio en cada muestra se determinó después de finalizar el proceso fermentativo a 
24 y 48 horas de incubación. Se tomó una alícuota de 5 ml del efluente (medio de cultivo, liquido 
ruminal y tratamiento) y se llevó a un tubo Falcon ® que contenía ácido clorhídrico al 0,5 N (dilución 
1:1), las muestras fueron centrifugadas en una centrifuga marca Biofuge Primo R Heraeus® a 4000 
rpm durante 4 minutos a 4ºC. Posteriormente, se tomaron 8 ml del sobrenadante y fueron 
depositados en frascos Falcon ® y refrigerados a  4 ºC. Finalmente, se determinó el contenido de 
amonio siguiendo el procedimiento descrito por la AOAC (2005), utilizando un electrodo selectivo de 
amonio ISE-NH3-N (marca metrhom modelo SM703), realizando una curva de calibración con 
soluciones que tienen una concentración conocida de amonio y posteriormente midiendo la cantidad 
en ppm de amonio de cada muestra. 
 
Para la determinación de la degradabilidad de la Fibra en Detergente Neutro y en Detergente Ácido 
(DIVFDN y DIVFDA), se utilizó un analizador de fibra ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, 
Fairport, USA), los residuos se sometieron al proceso de la técnica secuencial descrita por Van Soest 
et al., (1991) y Goering y Van Soest (1970) respectivamente, para determinar FDN y FDA del residuo. 
Posteriormente, se calculó la degradabilidad de las fracciones, por diferencia entre la FDN o FDA 
inicial y final. 
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Con la degradabilidad de la Proteína Cruda (DIVPC), se sometió el residuo de la técnica de gases a 
un lavado con metil-celulosa para desligar los microorganismos y corregir los datos, según la 
metodología descrita por Huntington y Givens, (1995). Posteriormente el residuo se sometió a un 
análisis de proteína cruda, mediante el método Kjeldahl, usando un equipo marca VELP Scientifica® 
UDK 142 (A.O.A.C., 1984), compuesto por un digestor, un destilador y un titulador. Finalmente, se 
calculó la degradabilidad de la proteína por diferencia entre la proteína inicial y la final. 
 
La cuantificación de la concentración de Metano (CH4), se realizó mediante cromatografía de gases, 
utilizando un cromatógrafo marca SHIMADZU modelo GC2014 con AFC (Control Avanzado de Flujo) 
y APC (Control Avanzado de Presión) detector FID 2014. Se utilizó una columna Rt Molsieve 5 A 
PLOT con dimensiones de 30mx0.53x50 μm. La inyección se realizó manualmente,  el gas de 
arrastre fue helio y se utilizó hidrogeno como encendedor de llama. Los cálculos de metano se 
realizaron según la metodología descrita por (López y Newbold, 2007).  
 
Para la determinación de la concentración de AGV (ácidos grasos volátiles; acético, propiónico, 
butírico, valérico e isovalérico), a 24 y 48 horas de incubación, se tomaron muestras del efluente 
ruminal y se depositaron con una solución interna para su conservación y almacenamiento. 
Posteriormente se centrifugaron las muestras, se tomó una muestra del sobrenadante y se pasaron 
por cromatografía para determinar la concentración de AGV. Se usó un cromatógrafo de gases 
Shimadzu modelo GC-2014 (Shimadzu Corporation, Japón),  con autoinyector y automuestreador, 
equipado con una columna capilar de polietilenglicol Agilent HP-FFAP de 25m de longitud × 0.32 mm 
diámetro interno × 0.5 µm grosor de película (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA), con 
detector FID, como gas de arrastre se usó helio a velocidad constante (42 cm/segundo). 
 
 
2.3.5 Análisis estadístico 
 
Los datos de las variables respuesta, fueron sometidos a un análisis de varianza utilizando el 
procedimiento GLM del programa estadístico SAS (2001) versión 9.1.3 bajo un diseño de bloques 
completos al azar con un arreglo factorial, de acuerdo al siguiente modelo estadistico: 
 
Yijk = μ + Fi + Nj + (FN) ij + Bk + Eijk 
Donde: 
 
µ : es la media global 
Fi: es el efecto del nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) 
Nj: es el efecto del nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
(FN) ij= es la interacion entre el nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) y el nivel 
j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
Bk: es el efecto del bloque ‘k”, con k = 1,2,…..,r 
Eijk: es el error experimental, que incluye el número de réplicas (k = 1,2,… , r) y de observaciones (n 
= r∑i bi). 
 
Cuando se detectó un efecto significativo las medias de los tratamientos se compararon por medio de 
la prueba de la diferencia  honesta significativa de Tukey a un nivel de significancia de 0.05. Para 
cada tiempo de incubación (24 o 48 horas) se efectuó una prueba independiente y se analizaron los 
datos de manera separada. 
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Adicionalmente, se realizó regresiones lineales y cuadráticas para determinar el efecto de niveles 
crecientes del aditivo. 
 
 
 
2.4 Resultados 
 
 
2.4.1 Composición química de los forrajes 
 
Durante la selección de los forrajes se tuvo la intención de buscar aquellos que tuvieran calidad 
nutricional contrastante, de manera que representaran la diversidad de los forrajes usado en la 
ganadería del país. Por ello, se escogieron estos tres forrajes que representan los forrajes de baja, 
media y alta calidad nutricional. 
 
Tabla 2-1. Composición química de los tres forrajes usados en las pruebas in vitro. 
Substrato (Tratamiento) PC% FDN% FDA% LIG% CEN% MO% EE% DIVMS% 
Pennisetum clandestinum 22,2 59,0 24,9 1,9 11,8 88,2 3.14 79.05 
Megathyrsus maximus  11.1 69.7 37.7 3,7 14.4 85.6 1.46 47.12 
Brachiaria humidicola 6.0 75.4 38.6 4,7 7.3 92.7 1.30 38.03 
PC= proteína cruda, FDN= Fibra detergente neutro,  FDA= Fibra detergente ácida, LIG= Lignina, CEN= Cenizas, MO=Materia orgánica,  
EE= Extracto Etéreo y DIVMS=Degradabilidad in vitro de la materia seca.  
 
Del mismo modo, estos forrajes no solo son contrastantes en la calidad nutricional de mayor a menor, 
sino también en el lugar de origen, de menor a mayor temperatura ambiental. Esto es debido 
básicamente a que a mayor temperatura, mayor fotosíntesis y mayores reservas, lo que se traduce en 
mayor pared celular (hemicelulosa, celulosa y lignina). Una vez seleccionados los forrajes más 
contrastantes y representativos del país, pasamos a evaluar su actividad fermentativa al ser 
suplementados con tres niveles de inclusión de monensina. 
 
 
2.4.2 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal 
 
Los resultados de las tres técnicas de gases realizadas con los forrajes Pennisetum clandestinum, 
Megathyrsus maximus  y Brachiaria humidicola suplementados con 0.2%, 0.4% y 0.6% de la materia 
seca en monensina sódica, a 24 y 48 horas de incubación se presentan en las tablas (2-2, 2-3 y 2-4).  
 
Al adicionar tres niveles de monensina a los tres forrajes de calidad nutricional contrastante (Tabla 2-
2), la producción de gas disminuyó lineal y cuadraticamente (P<0.05), pese a que no se presentaron 
diferencias significativas (P>0.05) entre niveles de inclusión. Sin embargo, con el forraje Pennisetum 
clandestinum a 48 horas de incubación, al incluir 0.2% de monensina la producción de gas fue menor 
(P<0.05) que con el control (pasto solo), pero mayor (P<0.05) que al incluir 0.4 y 0.6% de monensina.  
 
El pH a 24 horas de incubación en los forrajes Pennisetum clandestinum y Brachiaria humidicola no 
presentó diferencias significativas (P>0.05) entre ninguno de los tratamientos, pero con el forraje 
Megathyrsus maximus  aumentó lineal y cuadraticamente (P<0.05) al adicionar monensina a la dieta 
(Tabla 2-2). A 48 horas de incubación no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre el 
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control (T0) y la inclusión de 0.2% de monensina, pero con la adición de 0.4 y 0.6% aumentó lineal y 
cuadraticamente (P<0.05). 
 
Tabla 2-2. Producción de gas, pH, NH3-N,  DMS, DFDN, DFDA y DPC de los tres forrajes evaluados, 
suplementados con tres niveles de monensina, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro.  
Variable F 
Monensina (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 0.2 0.4  0.6 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 92.81a 59.63b 56.38b 56.77b 
0.77 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 87.22a 45.99b 46.50b 43.40b <.0001 0.0001  <.0001 
 Bh 74.55a 49.73b 48.71b 48.44b 0.0002 <.0001   
pH (un) Pc 6.59 6.72 6.78 6.76 
0.03 
NS NS 
<.0001 
  
NS  Mm 6.49b 6.67a 6.71a 6.68a 0.0006 <.0001  0.0009 
 Bh 6.64 6.75 6.75 6.81 0.0011 NS   
NH3(mg/dl) Pc 13.02b 14.69a 14.73a 12.43b 
0.25 
NS <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 8.60b 11.48a 11.64a 11.56a 0.0005 <.0001  <.0001 
  Bh 11.59c 13.58b 15.27a 15.08a <.0001 0.0036   
DMS (%) Pc 62.16a 38.23b 32.51c 31.92c 
0.50 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 49.28a 21.35b 19.08bc 18.73c 0.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 44.23a 19.14b 15.91c 18.64b 0.0004 <.0001   
DFDN (%) Pc 59.17a 19.69b 13.08c 8.63c 
1.14 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 45.46a 4.39b 3.55b 0.83b 0.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 35.78a 5.43b 3.52b 4.74b 0.0003 <.0001   
DFDA (%) Pc 57.90a 20.26b 0.00c 0.00c 
0.99 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 42.14a 0.00b 0.00b 0.00b 0.0004 <.0001  <.0001 
 Bh 32.50a 0.00b 0.00b 0.00b 0.0004 <.0001   
48 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 154.39a 115.99b 108.56c 107.89c 
1.09 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 138.93a 98.59b 96.10b 94.83b <.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 132.24a 101.41b 99.04b 97.75b <.0001 <.0001   
pH (un) Pc 6.54b 6.66ab 6.74a 6.77a 
0.04 
0.0005 NS 
<.0001 
 
NS NS  Mm 6.54b 6.69ab 6.73a 6.74a 0.0001 0.0028  
 Bh 6.47b 6.64ab 6.77a 6.70a 0.0048 NS  
NH3(mg/dl) Pc 11.36a 9.96ab 9.49b 9.70ab 
0.35 
0.0004 0.0003 
<.0001 
  
<.0001  Mm 20.04ab 19.00b 18.49b 21.72a NS <.0001  <.0001 
  Bh 14.33a 11.81b 13.57a 13.52ab NS NS   
DMS (%) Pc 76.66a 53.35b 40.07c 34.81d 
0.91 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 58.91a 33.92b 25.61c 23.49c <.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 56.70a 26.16b 21.29c 17.92c <.0001 <.0001   
DFDN (%) Pc 77.35a 38.32b 20.17c 13.26c 
2.84 
<.0001 0.0042 
<.0001 
  
0.0302  Mm 60.15a 23.17b 13.46bc 7.67c <.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 55.39a 9.69b 5.61b 4.55b <.0001 <.0001   
DFDA (%) Pc 81.29a 28.94b 10.08c 1.38d 
1.07 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 55.49a 19.84b 8.25c 0.00d <.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 54.31a 23.01b 1.97d 10.56c <.0001 <.0001   
Gas (ml)= Producción de gas en mililitros. pH (un)= Potencial de hidrogeniones en unidades. NH3 (mg/L)=Cantidad de amonio en 
miligramos por litro. DMS (%)= Degradabilidad de la materia seca en porcentaje. DFDN (%)= Degradabilidad de la Fibra en Detergente 
Neutro en porcentaje. DFDA (%)=Degradabilidad de la Fibra en Detergente Ácido en porcentaje. F= forraje.  N= nivel de inclusion del 
aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con letras distintas entre 
columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= 
efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
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La concentración de amonio (NH3) con el forraje Pennisetum clandestinum a 24 horas de incubación, 
aumentó cuadraticamente (P<0.05) al incluir 0.2 y 0.4% de monensina en la dieta y a 48 horas de 
incubación disminuyó lineal y cuadraticamente (P<0.05) al incluir 0.4% de monensina. Con el forraje 
Megathyrsus maximus  también aumentó lineal y cuadraticamente (P<0.05) al adicionar niveles 
crecientes de monensina, pero a 48 horas dicho efecto no se presentó y no hubo diferencias 
significativas (P>0.05) entre tratamientos, pero se presento un efecto cuadratico con la inclusion de 
niveles crecientes de monensina. Finalmente, con el forraje Brachiaria humidicola a 24 horas de 
incubación aumentó lineal y cuadraticamente (P<0.05) la concentración de amonio, pero pasadas 48 
horas disminuyó (P<0.05) al adicionar 0.2% de monensina (Tabla 2-2). 
 
La DMS, DFDN y DFDA disminuyeron de manera lineal con la inclusión de monensina a la dieta a 
base de forrajes (Tabla 2-2), tanto a 24 como a 48 horas de incubación, en todos los forrajes 
evaluados. 
 
Tabla 2-3. Emisiones de metano de los tres forrajes evaluados suplementados con tres niveles de 
monensina, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
Monensina (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 0.2 0.4  0.6 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 33.57a 16.27b 9.08c 8.28c 
0.59 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 24.57a 8.20b 8.80b 7.68b 0.0003 <.0001  <.0001 
 Bh 17.94a 4.33b 4.79b 4.96b 0.0010 <.0001   
CH4(ml/gd) Pc 107.79a 92.11b 63.34c 51.71c 
3.61 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 96.08 82.79 84.89 88.03 NS NS  <.0001 
 Bh 81.23a 40.88b 55.99b 57.29b NS 0.0008   
CH4 (ml/gi) Pc 66.93a 30.59b 18.11c 16.50c 
1.04 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 48.30a 16.16b 16.74b 15.15b 0.0003 <.0001  <.0001 
  Bh 35.40a 8.59b 9.45b 9.83b 0.0010 <.0001   
48 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 61.03a 32.14b 24.68b 27.78b 
1.73 
0.0002 <.0001 
<.0001 
  
NS  Mm 56.75a 31.54b 25.96bc 22.19c <.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 48.84a 20.25b 10.13c 11.86bc <.0001 <.0001   
CH4(ml/gd) Pc 160.9 139.32 140.02 157.43 
7.70 
NS NS 
<.0001 
 
<.0001 0.0003  Mm 203.87a 180.18ab 205.99a 159.28b NS NS  
 Bh 171.35a 128.27b 106.96b 131.28b 0.0109 0.0001  
CH4 (ml/gi) Pc 121.59a 63.92b 48.97b 55.24b 
3.41 
0.0002 <.0001 
<.0001 
  
NS  Mm 111.75a 62.07b 51.01bc 39.45c <.0001 <.0001  <.0001 
  Bh 96.86a 40.07b 23.20b 23.48b <.0001 <.0001   
CH4 =Metano, CH4 (ml)=Concentración de metano en mililitros, CH4 (ml/gd)=Concentración de metano en mililitros por gramo de materia 
seca degradada, CH4 (ml/gi)=Concentración de metano en mililitros por gramo de materia seca incubada. F= forraje.  N= nivel de inclusion 
del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con letras distintas 
entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  NS= no significativo. ‡ 
Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
 
Las emisiones de metano al incluir niveles crecientes de monensina en los tres diferentes forrajes 
(Tabla 2-3) disminuyeron lineal y cuadraticamente (P<0.05) a medida que se aumentó el nivel de 
inclusión de monensina, expresando la concentración de metano en ml, ml/gr MS degrada y ml/gr MS 
incubada tanto a 24 como a 48 horas de incubación.  
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Tabla 2-4. Ácidos grasos volátiles (AGV) de los tres forrajes evaluados suplementados con tres 
niveles de monensina, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
Monensina (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 0.2 0.4  0.6 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 42.17a 24.73b 20.79b 21.62b 
1.11 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
0.0008  Mm 25.15a 10.40b 10.26b 10.78b 0.0013 <.0001  <.0001 
 Bh 38.74a 14.91b 15.35b 14.55b 0.0006 <.0001   
Acético (%) Pc 61.02 57.89 60.59 57.77 
1.35 
NS NS 
NS 
  
NS  Mm 60.74 60.08 60.56 60.53 NS NS  NS 
 Bh 61.12 59.4 62.23 61.92 NS NS   
Propiónico(%) Pc 29.73 33.2 30.62 32.3 
1.11 
NS NS 
NS 
  
NS  Mm 32.67 31.93 31.78 29.23 NS NS  NS 
  Bh 29.25 32.19 29.51 29.85 NS NS   
RelaciónA:P Pc 2.06 1.75 2.06 1.79 
0.12 
NS     NS 
    NS 
  
NS  Mm 1.87 1.9 1.91 2.13 NS     NS  NS 
 Bh 2.09 1.86 2.12 2.09 NS     NS   
Butírico (%) Pc 7.74a 6.05ab 5.53b 6.54ab 
0.44 
NS NS 
0.0182 
  
0.0413  Mm 6.02 6.81 6.23 6.97 NS NS  0.0290 
 Bh 8.44 6.99 6.81 6.75 0.0048 NS   
Valérico (%) Pc 1.20b 2.28a 2.54a 2.65a 
0.08 
<.0001 0.0012 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 0.39c 0.94b 1.23b 1.90a <.0001 NS  
 Bh 0.88 1.23 1.17 1.23 NS NS  
Isovalérico(%) Pc 0.31b 0.57a 0.71a 0.73a 
0.04 
<.0001 0.0051 
<.0001 
  
<.0001  Mm 0.17 0.23 0.2 0.35 NS NS  <.0001 
 Bh 0.30 0.19 0.26 0.24 NS NS   
48 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 65.30a 35.89b 26.78c 25.89c 
1.19 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
NS  Mm 48.45a 22.16b 12.69c 13.68c <.0001 <.0001  0.0293 
 Bh 55.12a 23.96b 16.95c 19.45bc 0.0001 <.0001   
Acético (%) Pc 62.13a 48.99b 56.22a 57.65a 
1.39 
NS 0.0029 
<.0001 
 
0.0024 NS  Mm 61.77a 51.78b 54.96ab 56.83ab NS 0.0001  
 Bh 62.73 57.19 57.18 61.07 NS NS  
Propiónico(%) Pc 27.76b 41.27a 33.11ab 30.73b 
1.68 
NS 0.0010 
<.0001 
  
NS  Mm 28.86b 41.30a 34.88ab 30.95b NS 0.0001  NS 
  Bh 26.97b 36.26a 37.40a 29.89ab NS 0.0074   
RelaciónA:P Pc 2.24a 1.19c 1.70bc 1.88ab 
0.10 
NS 0.0006 
0.0200 
  
<.0001  Mm 2.14a 1.25c 1.58bc 1.85ab NS <.0001  <.0001 
 Bh 2.33a 1.59b 1.64b 2.05ab NS 0.0031   
Butírico (%) Pc 7.43 6.96 6.85 7.26 
0.92 
NS NS 
<.0001 
 
0.0169 NS  Mm 6.97ab 5.07b 6.53ab 8.04a NS <.0001  
 Bh 8.09a 4.68ab 2.67b 5.63ab NS NS  
Valérico (%) Pc 2.17 2.18 3.02 3.44 
0.31 
<.0001 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 1.91 1.43 2.86 3.29 <.0001 NS  0.0147 
 Bh 1.72 1.47 2.11 2.82 NS NS   
Isovalérico(%) Pc 0.51b 0.60b 0.80a 0.92a 
0.03 
<.0001 NS 
<.0001 
  
0.0007  Mm 0.50b 0.43b 0.77a 0.90a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 0.48ab 0.40b 0.63a 0.59a NS NS   
TotalAGV=Ácidos grasos volátiles totales en milimoles por litro. F= forraje.  N= nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. 
Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, 
según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto 
cuadrático. 
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Sin embargo, con el forraje Pennisetum clandestinum a 48 horas de incubación y con el forraje 
Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación, no se presentaron diferencias significativas 
(P>0.05) entre tratamientos, al expresar el metano en ml/gr MS degradada. 
 
La concentración de AGV totales disminuyó lineal y cuadraticamente con la inclusión de niveles 
crecientes de monensina en los tres forrajes evaluados (Tabla 2-4). Sin embargo, durante las 
primeras 24 horas de incubación la proporción de acético, propiónico y la relación acético/propiónico 
no presentaron diferencias significativas entre tratamientos (P>0.05). A 48 horas de incubación la 
proporción de propiónico aumentó al incluir 0.2% de monensina, a expensas de una disminución en la 
proporción de acético. 
 
 
 
2.5 Discusión 
 
La monensina es un antibiótico utilizado ampliamente para mejorar la eficiencia energética en rumen 
y disminuir las emisiones de metano. Los niveles de inclusión de monensina  en el presente estudio, 
se encuentran por encima de lo reportado en la literatura, debido a que durante este experimento se 
pretendió hacer un ranking que abarcara niveles de inclusión extremos, demanera que se pudieran 
observar los cambios en la fermentación ruminal debidos a la inclusión del aditivo.  
 
Entre los parámetros de la fermentación ruminal evaluados, la producción de gas en los tres forrajes 
disminuyó lineal y cuadraticamente (P<0.05) con la adición de monensina, pese a que no se 
encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre los tres niveles de inclusión (Tabla 2-2). Según 
Van Nevel y Demeyer (1977) la monensina provoca una disminución en el metabolismo del formiato 
de dióxido de carbono e hidrógeno, y por lo tanto una disminución en la producción de gas. Del 
mismo modo, Schelling (1984) afirmó que hay otros agentes químicos que pueden inhibir la 
producción de metano casi en su totalidad, pero dan lugar a un cierto aumento en la producción de 
hidrógeno, mientras que la monensina disminuye la producción de hidrógenos y por ende el gas.  
 
Al igual que en el presente estudio, Castro et al. (2012) al evaluar durante 24 horas de incubación 
niveles de 5 y 8 µM de monensina, en una dieta completamente mezclada (cebada, trigo, maíz y 
harina de soya), por medio de una técnica in vitro, encontraron que la producción de gas disminuyó 
en 27.91% y 32.41% respectivamente al incluir monensina, lo que coincide con los resultados 
obtenidos en nuestro estudio, ya que con el forraje Pennisetum clandestinum (el más similar en 
términos de calidad nutricional) durante 24 horas de incubación la producción de gas se redujo en 
35.75%, 39.25% y 38.83% al incluir 0.2, 0.4 y 0.6% de monensina respectivamente,  pese a no tener 
los mismos niveles de inclusión.  
 
Por otro lado, Wang et al. (2004) en una técnica in vitro al incubar dosis crecientes de monensina (0, 
0.1 o 0.5 µl/ml), encontraron una menor producción de gas, indicando un efecto dosis-respuesta 
dependiente del nivel de monensina. En contraste, Ponce et al. (2012) con una dieta completamente 
mezclada (hojuelas de maíz, cascarilla de algodón, heno de alfalfa, harina de semilla de algodón, 
urea, grasa y melaza) encontraron que al adicionar 4 µg por ml de volumen del frasco en una prueba 
in vitro, no se presentaron diferencias (P>0.05) en la producción de gas a 6, 12, 18 y 24 horas de 
incubación. Lo que se explica por la baja cantidad de monensina utilizada, ya que 4 µg por ml de 
volumen del frasco en una técnica de gases con 50 ml de mezcla entre liquido ruminal y medio de 
cultivo, equivaldría a 0.0002 gr de monensina por botella. 
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El potencial de hidrógenos (pH) a 24 horas de incubación con los forrajes Pennisetum clandestinum y 
Brachiaria humidicola se mantuvo constante (P>0.05), pero con el forraje Megathyrsus maximus  
aumentó (P<0.05), al igual que a 48 horas de incubación en todos los forrajes (Tabla 2-2), teniendo 
en cuenta que todos los valores promedio estuvieron dentro del intervalo de pH óptimo (6,7 ± 0,5). El 
pH óptimo es esencial para mantener organismos celulíticos normales (Van Soest, 1994). Dentro de 
este intervalo de pH, la digestión microbiana de la fibra y la proteína son óptimas (Firkins, 1996). 
Según Nagaraja et al. (1982) la monensina disminuye la concentración de lactato en rumen y por lo 
tanto aumenta el pH. Asi mismo, Krause y Oetzel (2006) afirmaron que una disminución en la 
concentración de AGV genera un aumento en el pH, lo que explicaría en el presente estudio el 
aumento en el pH, ya que la concetración de AGV dismunuyó al adicionar monensina  a la dieta. Del 
mismo modo, Dennis et al. (1980) afirmaron que se aumentó el pH y disminuyó la concentración de 
lactato al adicionar monensina. 
 
Al parecer a 24 horas de incubación no se presentaron diferencias (P>0.05) entre tratamientos por 
ser una dieta alta en forraje lo que retrasó un poco la respuesta por parte de los microorganismos, 
pero pasadas 48 horas de incubación el pH ruminal aumentó por la inhibición de bacterias Gram-
positivas, que son las responsables de producir gran cantidad de lactato ruminal (Russelly Strobel, 
1989). Por lo que la reducción en la producción de lactato a 48 horas de incubación aumentó el pH 
ruminal, debido al bajo pKa del lactato (3,9) en comparación con el pKa de los ácidos grasos volátiles 
(4,8), normalmente asociados con la fermentación ruminal (Russell e Hino, 1985). Adicionalmente, la 
disminución en la concentración de AGV a 48 horas de incubación fue mucho más dramática, lo que 
potencializó un aumento en el pH. 
 
La cantidad de amonio a 24 horas de incubación aumentó (P<0.05) con la adición de monensina en 
los forrajes evaluados, pero luego de 48 horas disminuyó (P<0.05) con respecto al control (Tabla 2-2). 
Esta respuesta muy posiblemente se debe a que a 24 horas de incubación el efecto de la monensina, 
por el corto periodo de incubación y por ser una dieta alta en forraje con cantidades considerable de 
nitrógeno no proteico, haya amortiguado la respuesta microbiana e inclusive se haya aumentado el 
amonio disponible, pero pasadas 48 horas de incubación se presentó una reducción en la 
desaminación ruminal, debido a que los inhibidores de metano (como la monensina) pueden reducir 
la actividad de enzimas deshidrogenasas (Russell e Hino, 1985). También es posible que el efecto 
perjudicial de la monensina en los protozoos y en consecuencia sobre el reciclaje de N, por parte de 
las bacterias que se beneficien de ellos (Jouany, 1996), se haya reflejado pasadas 48 horas de 
incubación y no antes.  
 
Al igual que en el presente estudio en una prueba in vitro,  Anassori et al. (2011) encontraron que al 
adicionar 33 mg/Kg MS de monensina en una dieta completamente mezclada (heno de alfalfa, silo de 
maíz, harina de soya, cebada y salvado de trigo), durante las primeras horas de incubación no se 
presentaron diferencias significativas entre el tratamiento con monensina y el control, pero pasadas 
21 horas disminuyó (P<0.05) en 43.81% y 94.73% respectivamente. Así mismo, Ranilla et al. (2007) 
en una prueba in vitro, encontraron que al aumentar la inclusión de monensina de 4.8 mg/l a 24 mg/l 
en una dieta a base de concentrado y paja de cebada, la concentración de amonio se redujo en 
15.33%.  
 
La degradabilidad de la materia seca  (DMS) disminuyó (P<0.05) al aumentar los niveles de inclusión 
de monensina, al parecer a menor calidad del forraje combinado con monensina sódica, la 
degradabilidad de la MS disminuye (Tabla 2-2). Esta respuesta se debe a que la monensina tiene 
efectos negativos en la permeabilidad de la membrana de bacterias, especialmente las Gram 
positivas, por lo que niveles altos de este ionóforo (como en nuestro caso) pueden afectar la 
degradación de la materia seca y de la fibra (Chalupa, 1980). Adicionalmente, algunos autores 
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afirman (Poos et al. 1979) que la monensina tiene efectos negativos en la DMS cuando se evalúa en 
periodos de tiempo cortos, como los evaluados en el presente estudio (24 y 48 horas), pero con 
largos periodos de evaluación los microorganismos desarrollan mecanismos de adaptación, por lo 
que no se encuentran diferencias significativas (P>0.05) en la DMS. 
 
En una prueba in vitro, al igual que en el presente estudio, Ranilla et al. (2007) encontraron que 
cuando adicionaron dosis crecientes de monensina (4.8 mg/l y 24 mg/l) la DMS disminuyó en 12.80% 
al pasar de un nivel a otro. Del mismo modo, Castro et al. (2012) al evaluar durante 24 horas de 
incubación niveles de 5 y 8 µM en una técnica in vitro, encontraron que la DMS disminuyó en 17.17% 
y 23.72% respectivamente. Las disminuciones en la DMS son inferiores a las encontradas en el 
presente estudio, que oscilaron entre 30 y 60% dependiendo del tipo de forraje y el niveles utilizado, 
ya que los niveles utilizados en los anteriores estudios son mucho más bajos que los utilizados en 
esta investigación. 
 
La degradabilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) disminuyó (P<0.05) con la inclusión de 
monensina, indicando que a medida que se aumenta el nivel de inclusión de monensina, se 
disminuye (P<0.05) la DFDN. Se ha estimado que los protozoos ruminales contribuyen con 25 a 30% 
del total de la degradabilidad de la fibra ruminal (Lee et al., 2000), por lo que una posible explicación 
de la disminución en la DFDN se atribuye al efecto antiprotozoario que tiene la monensina, además 
de su efecto indirecto en las bacterias que se benefician de ellos.  
 
En un estudio realizado por Simpson (1978), se reporta que cuando no hubo un periodo de 
adaptación a la monensina por parte de los microorganismos ruminales, se redujo la digestibilidad de 
la celulosa, pero cuando se utilizó un periodo de adaptación no tuvo ningún efecto (P>0.05). Sin 
embargo, Weimer et al. (2011) en una prueba in vitro suplementando con 13.6 mg/Kg MS en una 
dieta completamente mezclada (ensilaje de maíz, heno de alfalfa, maíz, semillas de soya y cascara 
de soya), no encontraron diferencias significativas (P>0.05) en la DFDN, posiblemente relacionadas 
con el bajo nivel de monensina utilizado. 
 
La degradabilidad de la fibra en detergente ácido (DFDA) se vio altamente afectada (P<0.05) por la 
inclusión de monensina, hasta el punto que con los niveles más altos de monensina en los tres 
forrajes evaluados y durante las primeras 24 horas de incubación, no se presentó degradación de 
esta fracción (Tabla 2-2). Estos resultados se explican por los altos niveles de monensina utilizados 
en nuestro estudio y porque la FDA es una fracción que se digiere más lentamente que la FDN (Van 
Soest, 1994), por lo que si la monensina afecta a los microrganismos que utilizan la fibra como 
sustrato (Chalupa, 1980), la fracción que menos se degradaría sería la FDA, lo que cobra mayor 
relevancia en periodos de tiempo cortos. Al igual que en nuestro estudio, Anassori et al. (2011) 
suplementando con 33 mg/Kg MS de monensina, una dosis mucho menor que la evaluada en el 
presente estudio, encontraron que la DFDA disminuyó (P<0.05) en 3.51%.  
 
La degradabilidad de la proteína cruda (DPC), también disminuyó al suplementar los forrajes con 
monensina  y el grado de disminución se vio marcado por el nivel de proteína cruda en los forrajes 
(Tabla 2-2). Según Russell (1996), las bacterias aminoácido-proteolíticas son sensibles a los 
ionóforos. Varios estudios (Schelling et al., 1977 y Chalupa, 1980), han sugerido que la monensina 
puede reducir el requerimiento de proteínas en la dieta, por lo que reduce significativamente (P<0.05) 
la degradación ruminal de la proteína de la dieta, al deprimir la desaminación y/o la proteólisis. Las 
principales bacterias proteolíticas en el rumen son bacterias Gram negativas como Bacteroides 
ruminicoIa, Bacteroides amylophilus, Selenomonas ruminantium y especies Butyrivibrio, las cuales 
son inhibidas por la monensina (Werner y Douglas, 1984). En el estudio realizado por Anassori et al. 
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(2011), no encontraron diferencias significativas (P>0.01) en la DPC, debido posiblemente a que el 
nivel de inclusión de monensina (33 mg/Kg de MS) fue mucho más bajo que los niveles utilizados en 
nuestro estudio. 
 
Debido a que la monensina aumenta la producción de propionato (Moss, et al. 2000), restringe la 
producción de hidrógenos en rumen (Van Soest, 1994) y afecta la población de protozoos ciliados 
(Guan, et al. 2006), se esperaba que la concentración de metano disminuyera al incluir niveles 
crecientes de monensina en dietas a base de forrajes tropicales y los resultados lo confirmaron. La 
concentración de metano se redujo (P<0.05), pese a que al expresar el metano en ml/gr. MS 
degradada, con el forraje Pennisetum clandestinum a 48 horas de incubación y con el forraje 
Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación, no se presentaron diferencias estadísticas (P>0.05) 
entre los niveles de inclusión (Tabla 2-3).  
 
Sin embargo, dichos resultados en el presente estudio son explicados por la disminución en la 
degradabilidad de las fracciones (MS, FDN, FDA y PC), ya que si no hay degradación es lógico 
pensar que tampoco habrá producción de gases, entre los cuales está el metano y por cambios en el 
metabolismo de la fermentación ruminal, que se observan básicamente en la disminución de relación 
acético/propiónico, es decir el aumento en la concentración de propiónico a expensas del acético a 48 
horas de incubación. 
 
Beauchemin et al. (2008) afirmaron que un cuarto de la reducción de las emisiones de metano, era 
atribuible a la disminución de la digestibilidad y el resto posiblemente se debía a la disminución de 
sustrato fermentable en rumen, que proporciona una alternativa de sumidero de H y/o mediante la 
inhibición de protozoos. Igualmente, Boadi et al. (2002) demostraron que existe una fuerte correlación 
entre la producción de metano y la digestibilidad de la materia seca, siempre y cuando los animales 
consuman alimento ad libitum. En otro estudio realizado dos años antes, por Beauchemin et al. 
(2006) revisaron la información disponible sobre el efecto de la monensina en las emisiones de 
metano y llegaron a la conclusión de que el efecto puede ser dependiente de la dosis, ya que al 
suplementar en dietas completamente mezcladas (concentrado, ensilaje de cebada y cebada) con 
una dosis de 15 mg de monensina/kg de MS, no redujo las emisiones de metano (P>0.05), una dosis 
de 20 mg de monensina/kg de MS no tuvo ningún efecto en la producción total de metano (P>0.05) y 
una dosis de 24 a 35 mg/kg de MS redujo (P<0.05) las emisiones de metano de un 4% a 10%.  
 
Por otra parte, Johnson y Johnson (1995) concluyeron que la disminución en la concentración de 
metano es de corta duración, que el metano vuelve a los niveles normales después de 2 semanas, y 
que esto se debe a la capacidad de la microflora ruminal para adaptarse a la monensina. Por otra 
parte, Tedeschi et al. (2003) propusieron que incluso en el caso de adaptación microbiana, los 
ionóforos son una eficaz práctica de mitigación de metano, debido a su potencial para mejorar la 
eficiencia y la conversión alimenticia, y por lo tanto para reducir la producción de metano por 
kilogramo de carne o leche. 
 
Al igual que en el presente estudio, Castro et al. (2012) al suplementar con dosis crecientes de 
monensina (5 µM y 8 µM) en una prueba in vitro, encontraron una disminución de 25.49% en la 
producción de metano, aunque no se presentaron diferencias (P>0.05) entre los niveles de 
monensina. En ese sentido, Ranilla et al. (2007)  reportaron que al aumentar la inclusión de 
monensina de 4.8 mg/l a 24 mg/l, la concentración de metano disminuyó en 18.63%. Sin embargo, 
Ponce et al. (2012) en una técnica In Vitro, al adicionar 4 µg por ml de volumen del frasco en 
monensina, con una dieta base completamente mezclada (hojuelas de maíz, cascarilla de algodón, 
heno de alfalfa, harina de semilla de algodón, urea, grasa y melaza), encontraron que no se 
presentaban diferencias (P>0.05) en la concentración de metano a 6, 12, 18 y 24 horas de 
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incubación, muy posiblemente debido al bajo niveles de inclusión de monensina utilizado y a la alta 
calidad de la dieta, que limitó la producción de metano. 
 
La concentración de ácidos grasos volátiles (AGV) totales disminuyó (P<0.05) con la inclusión de 
monensina a la dieta a base de forrajes, tanto a 24 como a 48 horas de incubación (Tabla 2-4). Dicha 
disminución se debe a que la monensina inhibe diferentes especies de bacterias Gram-positivas, por 
ejemplo Butyrivibrio fibrisolvens, que son el principal productor de butirato en el rumen (Chen y Wolin, 
1979).  
 
Aunque durante las primeras 24 horas no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) en la 
proporción de acético y propiónico al incluir niveles crecientes de monensina, a 48 horas de 
incubación disminuyó (P<0.05) la relación acético/propiónico debido a un aumento (P<0.05) en la 
proporción de propiónico a expensas del acético, en todos los forrajes evaluados. Dicha respuesta es 
explicada debido a que la eliminación de excesos de hidrógeno producidos por la inhibición en la 
producción de metano, aumenta las concentraciones de otros sumideros de hidrógeno tales como el 
propionato de etilo (Van Nevel y Demeyer, 1977).  
 
Por lo anterior, la literatura reporta que al adicionar monensina a la dieta, se genera una disminución 
en la concentración de acético, butírico y AGV totales, un aumento en el propiónico y una disminución 
en la relación acético/propiónico, como ocurrio en el presente experimento a 48 horas de incubación. 
En consecuencia, Ranilla et al. (2007) en una prueba in vitro, encontraron que la inclusión de 4.8 mg/l 
y 24 mg/l de monensina, provocó una disminución (P<0.05) de la producción de acetato y butirato y 
de la relación acetato/propionato, con un aumento (P<0.05) de la producción de propionato.  
 
Igualmente, Anassori et al. (2011) encontraron que al adicionar 33 mg/Kg MS de monensina, el 
acético disminuyó (P<0.05), el propiónico aumentó (P<0.05), los AGV totales no presentaron 
diferencias significativas (P>0.05) y la relación acético/propiónico disminuyó (P<0.05). Resultados 
similares encontraron Castro et al. (2012), al suplementar con dosis crecientes de monensina (5 µM y 
8 µM) en una prueba in vitro, donde el acetato, butirato, AGV totales y la relación acetato/propionato 
se redujeron (P<0.05) y el propionato aumentó (P<0.05). Finalmente, Ponce et al. (2012) en una 
técnica in vitro encontraron que al adicionar 4 µg por ml de volumen del frasco, disminuyó el acetato 
(P<0.05), aumento el propionato (P<0.05) y disminuyo la relación acetato/propionato (P<0.05).  
 
 
 
2.6 Conclusiones 
 
Las diferencias encontradas entre los resultados obtenidos en el presente estudio y lo que reporta la 
literatura, se deben básicamente a los distintos niveles de inclusión y sustratos utilizados en los 
estudios, ya que en la mayoría de la literatura se utilizan dietas completamente mezcladas y no 
forrajes tropicales. 
 
En nuestro estudio los resultados confirman que la monensina es un aditivo que disminuye las 
emisiones de metano a corto plazo, pero se necesitan estudios a largo plazo que permitan dilucidar el 
efecto de este aditivo en la población de microorganismos ruminales.  
 
Bajo nuestras condiciones, con los forrajes y niveles de inclusión de monensina utilizados, se 
disminuye la degradación de las fracciones (MS, FDN, FDA y PC), producción de gas y la 
concentración de AGV.  
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Pese a que los forrajes presentaban una calidad nutricional distinta, al suplementarlos con monensina 
sódica, generaron una respuesta similar, en los parámetros de la fermentación ruminal. 
 
 
 
2.7 Literatura citada 
 
A.O.A.C., 1984. Journal Official methods of analysis of the association of official agricultural chemists. 
 
A.O.A.C., 2005 Association of Official Analytical Chemists. "Official Methods of Analysis"; 
(18th Edition), Edition Sidney Williams. Arlington, VA, USA. 
 
Anassori Ehsan, Dalir-Naghadeh Bahram, Pirmohammadi Rasoul, Taghizadeh Akbar, Asri-Rezaei 
Siamak, Maham Masoud, Farahmand-Azar Safa and Farhoomand Parviz. 2011. Garlic: A potential 
alternative for monensin as a rumen modifier. Livestock Science 142:  276–287. 
 
Beauchemin, K.A., Kreuzer, M., O’Mara, F., McAllister, T. A., 2008. Nutritional management for enteric 
methane abatement: A review. Aust. J. Exp. Agric. 48:21–27. 
 
Beauchemin, K.A., McGinn, S.M., 2006. Effects of various feed additives on the methane emissions 
from beef cattle. International Congress Series 1293, 152–155. 
 
Boadi, D.A., Wittenberg, K.M., Kennedy, A.D., 2002. Validation of the sulfur hexafluoride (SF6) tracer 
gas technique for measurement of methane and carbon dioxide production by cattle. Can. J. Anim. 
Sci. 82:125–131. 
 
Castro, J.M., Makkar, H.P.S., Becker, K., 2012. Effects of monensin on the chemical composition of 
the liquid associated microbial fraction in an in vitro rumen fermentation system. Livestock 
Science150: 414–418. 
 
Chalupa, W., 1980. Chemical control of rumen microbial metabolism. In: Y. Ruckebusch and P. 
Thivend (Ed.) Digestive Physiology and Metabolism in Ruminants. p 325. MTP Press Ltd., Lancaster, 
England. 
 
Chen, M., Wolin, M.J., 1979. Effect of monensin and lasalocid-sodium on the growth of methanogenic 
and rumen saccharolytic bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 38, 72–77. 
 
Cook, C. W., 1964. Symposium of nutrition of forages and pastures: Colecting forages samples 
representative of ingested material of grazing animals for nutritional studies. J. Anim Sci; 23:265. 
 
Dennis, S.M., Nagaraja, T.G. Bartley, E.E., 1980. Effect of lasalocid or monensin on lactic acid 
production by rumen bacteria. J. Anita. Sci. 51(Suppl. 1):96. 
 
Euclides, V., Macedo, M., Oliveira, M., 1962. Avaliacaõ de diferentes métodos de  amostragen sob 
pastejo. Soc. Bras. Zoot. 21: 691-703.   
 
Firkins, J.L., 1996. Maximizing microbial protein synthesis in the rumen. J. Nutr. 126, 1347–1354. 
 
56 Efecto de varios aditivos  y suplementos nutricionales en las emisiones de metano y los 
parámetros de la fermentación ruminal in vitro 
 
Giraldo L.A., Gutiérrez L.A., Rúa C., 2007. Comparación de dos técnicas: in vitro e in situ para estimar 
la digestibilidad verdadera en varios forrajes tropicales. Rev Col Cienc Pec. 20:269-279.   
 
Goering H.K., Van Soest P.J., 1970. Forage fiber analysis (apparatus, Regents, procedures and some 
applications). Agriculture Handbook ARS–USDA, Washington, D.C. USA. 379. p:1-20.  
 
Guan, H., Wittenberg, K.M., Ominski, K.H., Krause, D.O., 2006. Efficacy of ionophores in cattle diets 
for mitigation of enteric methane. J. Anim. Sci. 84, 1896–1906.  
 
Huntington, J.A. Givens, D.I., 1995. The in situ technique for studying the rumen degradation of feeds. 
A review of the procedure. Nutr. Abstr. Rev. 65: 63-93. 
 
Johnson, K.A., Johnson, D.E., 1995. Methane emissions from cattle. J. Anim. Sci. 73:2483–2492. 
 
Jouany, J.P., 1996. Effect of rumen protozoa on nitrogen utilization by ruminants. J. Nutr. 126, 1335S–
1346S. 
 
Krause, K. M., and G. R. Oetzel. 2006. Understanding and preventing subacute ruminal acidosis in 
dairy herds: A review. Animal Feed Science and Technology 126: 215–236.  
 
Lee, C.E., Kim, S.I., Ko, M.S., Ko, S.B., Kim, K.I., 2000. Effects of feeding diets containing a probiotic 
or antibiotics on growth, visceral weight, and intestinal and fecal urease activity in weanling pigs. 
Korean J. Anim. Sci. 42, 65–72. 
 
López S., Newbold, C.J., 2007. Analysis of methane. In H.P.S. Makker, and P.E. Vercoe (eds), 
Measuring Methane Production from Ruminants, Kluwer Academic Publisher, Dordrecht. The 
Netherlands. Pp 1-13. 
 
López, S., Carro, M.D., Gonzalez, J.S., Ovegero, F.J., 1998. Comparison of different in vitro and in 
situ methods to estimate the extent and rate of degradation of hays in the rumen. Animal Feed 
Science and Technology, 73, 99-113. 
 
Mbanzamihigo, L., Van Nevel, C.J., Demeyer, D.I., 1996. Lasting effects of monensin on rumen and 
caecal fermentation in sheep fed a high grain diet. Anim. Feed Sci. Technol. 62:215–228. 
 
Moss, A.R., Jouany, J., Newbold, J., 2000. Methane production by ruminants: its contribution to global 
warming. Ann. Zootechnol. 49, 231–253. 
 
Nagaraja, T.G., Taylor, M.B., 1987. Susceptibility and resistance of ruminal bacteria to antimicrobial 
feed additives. Appl. Environ. Microbial., 53: 1620-1625. 
 
Ponce, C.H., Smith, D.R., Branine, M.E., Hubbert, M.E., Galyean, M.L., 2012. Effects of type of 
ionophore and carrier on in vitro ruminal dry matter disappearance, gas production, and fermentation 
end products of a concentrate substrate. Animal Feed Science and Technology 171, 223– 229. 
 
Poos, M.I., Hanson, T.L., Klopfenstein, T.J., 1979. Monensin effects on diet digestibility, ruminal 
protein bypass and microbial protein synthesis. J. Anim. Sci. 48, 1516–1524. 
 
 Capitulo 2 57 
 
Ranilla, M.J., Tejido, M.L., Giraldo, L.A., Ramos, S., Martínez M.E. y Carro, M.D., 2007. Fermentación 
ruminal in vitro en presencia de monensina: efecto de la adaptación de los microorganismos 
ruminales del inóculo a la monensina. Jornadas sobre Producción Animal, 12., Zaragoza (España), 
16-17 May. (No.especial 28(1) p. 243-245. 
 
Russell, J.B., 1996. Mechanisms of ionophore action in ruminal bacteria. Pages E1–E18 in Scientific 
Update on Rumensin_/Tylan_/ Micotil_ for the Professional Feedlot Consultant. Elanco Anim. Health, 
Indianapolis, IN. 
 
Russell, J.B., Hino, T., 1985. Regulation of lactate production in Streptococcus bovis: A spiraling effect 
that contributes to rumen acidosis. J. Dairy Sci. 68:1712–1721. 
 
Russell, J.B., Strobel, H.J., 1989. Effect of ionophores on ruminal fermentation. Appl. Environ. 
Microbiol. 55, 1–6. 
 
SAS Institute Inc. (2002–2003), Version 9. SAS/STAT User’s Guide. Cary, NC, USA. 
 
Schelling, G.T., 1984. Monensin mode of action in the rumen. J. Anim. Sci. 61, 1518–1527. 
 
Schelling, G.T., Spires, H.R., Mitchell, G.E., Tucker, R.E., 1977. The effect of various antimicrobials on 
amino acid degradation rates by rumen microbes. Fed. Proc. 37:411. 
 
Simpson, M.E., 1978. Effects of certain antibiotics on in vitro cellulose digestibility and volatile fatty 
acid production by ruminal microorganisms. J. Anim. Sci. 47(Suppl. 1):429. 
 
Tedeschi, L.O., Fox, D.G. Tylutki, T.P., 2003. Potential environmental benefits of ionophores in 
ruminant diets. J. Environ. Qual. 32:1591–1602. 
 
Theodorou M.K., Williams B.A., Dhanoa M.S., Meallan A.B., France J., 1994. A simple gas production 
method using a pressure transducer to determine the fermentation kinetics of ruminant feeds.  Anim. 
Feed Sci. Technol. 48:185-197. 
 
Van Nevel, C.J., Demeyer, D.I., 1977. Effect of monensin on rumen metabolism in vitro. Appl. Environ. 
Microbiol. 34, 251–257. 
 
Van Soest P., Robertson J., 1985. Analysis of forages and fibrous food. Cornell University (N.Y., EE. 
UU.). Laboratory Manual for Animal Science. 
 
Van Soest P., Robertson J., Lewis B., 1991. Methods of dietary fiber, neutral detergent fiber and non-
polysaccharides in relation to animal nutrition. J. Dairy Sci. 74: 3583-3597. 
 
Van Soest PJ., 1994. Nutritional ecology of the ruminant. Second edition. Cornell University Press. 
476 p. 
 
Wang, Y., Alexander, T.W., McAllister, T.A., 2004. In vitro effects of Monensin and Tween 80 on 
ruminal fermentation of barley grain: barley silage-based diets for beef cattle. Anim. FeedSci. Technol. 
16: 197–209. 
 
58 Efecto de varios aditivos  y suplementos nutricionales en las emisiones de metano y los 
parámetros de la fermentación ruminal in vitro 
 
Weimer P.J., Stevenson D.M., Mertens D.R., Hall M.B., 2011. Fiber digestion, VFA production, and 
microbial population changes during in vitro ruminal fermentations of mixed rations by monensin-
adapted and unadapted microbes. Animal Feed Science and Technology 169: 68– 78. 
 
Werner G., Douglas B., 1984. Ionophores: Their Effect on Production Efficiency and Mode of Action. 
ANIM SCI 1984, 58:1465-1483. 
 
 
 
  
 
3 Efecto del ácido fumárico en las emisiones de 
metano y los parámetros de la fermentación 
ruminal 
P. Giraldo1, L. A. Giraldo1,2 y Correa G1,3 
 
1
 Grupo de investigación en Biotecnología Ruminal y Silvopastoreo BIORUM. Universidad Nacional de 
Colombia. Medellín. pagiraldpa@unal.edu.co 
 
2
 Profesor Titular. Departamento de Producción Animal. Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad 
Nacional de Colombia. Medellín. lagirald@unal.edu.co 
 
3
 Profesor Asociado. Departamento de Ciencias Agrarias. Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad 
Nacional de Colombia. Medellín. gcorrea@unal.edu.co 
 
 
3.1 Resumen 
 
Se llevó a cabo un estudio con el propósito de conocer las emisiones de metano y los 
parámetros de la fermentación ruminal, al suplementar tres forrajes tropicales (Pennisetum 
clandestinum, Megathyrsus maximus   y Brachiaria humidicola) con tres niveles de ácido 
fumárico. Se realizaron tres incubaciones in vitro por medio de la técnica de gases, una por 
cada forraje, a 24 y 48 horas de incubación, con líquido ruminal extraído de 4 vacas canuladas 
al rumen, donde los tratamientos consistían en suplementar cada forraje con 5%, 10% y 15% 
de la MS en ácido fumárico. La concentración de metano no presentó diferencias significativas 
(P>0.05) entre tratamientos y en algunos casos aumentó (P<0.05) con la inclusión de ácido 
fumárico. El volumen de gas y los AGV, especialmente el ácido propiónico aumentaron 
linealmente (P<0.05), el pH se mantuvo estable (P>0.05), la degradación de las fracciones (MS, 
FDN y FDA) al incluir el nivel bajo (5%) y medio (10%) de ácido fumárico, no presentaron 
diferencias significativas (P>0.05) con respecto al control (pasto solo), pero con el nivel alto 
(15%) disminuyeron (P<0.05) y la concentración de amonio también disminuyó (P<0.05). Los 
resultados indican que bajo las condiciones del ensayo y niveles de inclusión utilizados, el 
ácido fumárico no disminuye las emisiones de metano en cultivos ruminales in vitro con forrajes 
tropicales, pero mejora algunos parámetros de la fermentación ruminal como la concentración 
de AGV, especialmente el ácido propiónico. 
 
Palabras Clave: ácido fumárico, forrajes, mitigación, in vitro. 
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3.2 Introducción 
 
La producción de metano en el rumen, representa una pérdida de energía importante para el 
animal y una fuente generadora de gas metano, potente gas de efecto invernadero y cuya 
acumulación excesiva contribuye al calentamiento global. Por lo tanto, la inhibición o 
disminución de la metanogénesis puede tener grandes beneficios a nivel económico y 
ambiental. Los aditivos más comúnmente utilizados en las dietas de bovinos, para mitigar las 
emisiones de metano son los antibióticos (ionóforos). Sin embargo, el aumento progresivo de la 
resistencia a antibióticos entre los microrganismos patógenos y el riesgo de contaminación 
cruzada en humanos, ha generado la necesidad de desarrollar alternativas a la utilización de 
antibióticos o promotores de crecimiento.  
 
Algunos autores (Callaway y Martin, 1996; Newbold et al., 1996) han sugerido que los ácidos 
orgánicos (aspártico, fumárico, málico) podrían ser una alternativa a la utilización de dichos 
compuestos antimicrobianos. El ácido fumárico en particular, es un compuesto orgánico que 
participa en diferentes rutas del metabolismo celular y que a nivel ruminal es un importante 
precursor del ácido propiónico, lo que constituiría una alternativa deseable para la captación del 
H2, materia prima para la formación de CH4; debido a que el H2 ya no sería incorporado por 
organismos metanógenos para la metanogénesis, sino que sería utilizado para producir 
propionato (ácido graso deseable en la producción de leche), lo que finalmente redundaría en 
una disminución de la metanogénesis. Sin embargo, la menor afinidad por el H2 de las 
bacterias reductoras de fumárico,  en comparación con la afinidad de los metanógenos 
(Asanuma et al., 1999) y la poca información del efecto de este aditivo en bovinos alimentados 
a base de forrajes tropicales, podrían limitar su utilización en nuestros sistemas de 
alimentación. 
 
Un estudio que permita caracterizar el efecto de este aditivo en sistemas de alimentación a 
base de forrajes tropicales, podría contribuir a identificar estrategias que permitan disminuir las 
emisiones de metano y aumentar la eficiencia energética a nivel ruminal. Es por ello, que el 
objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la inclusión de niveles crecientes de ácido 
fumárico,  en tres forrajes tropicales de calidad nutricional contrastante (Pennisetum 
clandestinum, Megathyrsus maximus   y Brachiaria humidicola), en la producción de metano y 
los parámetros de la fermentación ruminal. 
 
 
 
3.3 Materiales y métodos 
 
La descripción detallada de los materiales y métodos se presentó en el capítulo 2, en este 
capítulo se presenta un resumen, debido a que la metodología utilizada es la misma. 
 
 
3.3.1 Localización 
 
El trabajo experimental se realizó en el laboratorio de Biotecnología Ruminal (BIORUM), 
perteneciente al Departamento de Producción Animal, ubicado en la Universidad Nacional de 
Colombia, Sede Medellín. El laboratorio está situado en el noroccidente del país, sobre 
la cordillera central de los Andes en las coordenadas 6°13′55″N 75°34′05″O. La latitud y altitud 
Capítulo 3 61 
 
de la ciudad dan como resultado un clima tropical subhúmedo, con una temperatura que oscila 
entre 16 y 28 °C y una precipitación media anual de 1.656 mm. 
 
 
3.3.2 Dietas y tratamientos asignados 
 
Se utilizaron tres forrajes de calidad nutricional contrastantes conocidos comúnmente como 
pasto Kikuyo (Pennisetum clandestinum) con una calidad nutricional alta, pasto Guinea 
(Megathyrsus maximus ) con una calidad nutricional media y pasto humidicola (Brachiaria 
humidicola) con una calidad nutricional baja. Cada forraje se evaluó independientemente como 
el tratamiento control. El ácido fumárico, se obtuvo de un producto que lleva como nombre 
“Ácido fumárico” de la empresa Andercol S.A, con una pureza del 100%. Actualmente el ácido 
fumárico se produce por la isomerización del anhídrido maléico que a su vez se produce por la 
oxidación del n-butano o el benceno. 
 
Los tratamientos asignados a cada uno de los forrajes (de alta, media y baja calidad 
nutricional), fueron los siguientes: 
 
Tratamiento 1: Pennisetum clandestinum solo. 
Tratamiento 2: Pennisetum clandestinum + 5% de la MS consumida en A fumárico. 
Tratamiento 3: Pennisetum clandestinum + 10% de la MS consumida en A fumárico. 
Tratamiento 4: Pennisetum clandestinum + 15% de la MS consumida en A fumárico. 
Tratamiento 5: Megathyrsus maximus  solo. 
Tratamiento 6: Megathyrsus maximus  + 5% de la MS consumida en A fumárico. 
Tratamiento 7: Megathyrsus maximus  + 10% de la MS consumida en A fumárico. 
Tratamiento 8: Megathyrsus maximus  + 15% de la MS consumida en A fumárico. 
Tratamiento 9: Brachiaria humidicola solo. 
Tratamiento 10: Brachiaria humidicola + 5% de la MS consumida en A fumárico. 
Tratamiento 11: Brachiaria humidicola + 10% de la MS consumida en A fumárico. 
Tratamiento 12: Brachiaria humidicola + 15% de la MS consumida en A fumárico. 
 
De forma más gráfica y registrando la cantidad incorporada en la técnica de gases de ácido 
fumárico, de acuerdo a su concentración en el producto comercial, los tratamientos utilizados 
fueron los siguientes: 
 
Figura 3-1. Niveles de inclusión de ácido fumárico y cantidades incorporadas del producto 
comercial en la técnica de gases. 
 
     0.0%   Tratamiento control 
 
5.0%   0.0250 g de A. Fumárico 
Ácido fumárico 
     10%   0.0500 g de A. Fumárico 
      
15%   0.0750 g de A. Fumárico 
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3.3.3 Calidad nutricional de los forrajes 
 
Los forrajes fueron secados por 48 horas, en una estufa de aire forzado a 60° C, hasta alcanzar 
un peso constante, molidos en un molino Fritsch (Idar Oberstein®- Germany) y pasados por 
una criba porosa con un diámetro de 1 µm. Posteriormente, se les determinó el contenido de 
nitrógeno mediante el método  Kjeldhal (A.O.A.C., 1984) en un equipo VELP Scientifica®. El 
contenido de proteína cruda (%PC) se obtuvo al multiplicar el contenido de nitrógeno por el 
factor de conversión de 6,25. Los contenidos de Fibra en Detergente Neutro (%FDN), Fibra en 
Detergente Ácido (%FDA) y Lignina (%LIG) de los forrajes, fueron determinados por la técnica 
secuencial descrita por Van Soest et al. (1991) y Goering y Van Soest (1970) respectivamente, 
y para ello se utilizó un analizador de fibra ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, 
Fairport, USA).  
 
La determinación de cenizas (CEN) se obtuvo por incineración directa a 500°C por dos horas, 
usando una mufla, según el método descrito por Van Soest y Robertson (1985). La materia 
orgánica (MO) fue calculada por la diferencia entre los valores de la materia seca  y cenizas. 
Simultáneamente, se determinó el extracto etéreo (EE) de los forrajes con un analizador de 
grasa ANKOM XT15 mediante el método Soxhlet, en el cual se utiliza éter de petróleo como 
solvente extractor de grasa a una temperatura de 90°C por una hora (A.O.A.C., 1984). La 
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) de cada forraje se determinó a las 48 horas de 
incubación, utilizando un incubador  Daisy II® de la marca ANKOM  (Ankom Technology., 
2004), siguiendo la metodología descrita por (Goering y Van Soest, 1970). 
 
 
3.3.4 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal  
 
Se realizaron tres pruebas con la técnica de gases, una con cada forraje, utilizando la 
metodología descrita por Theodorou et al. (1994) y se midieron los parámetros de la 
fermentación ruminal a 24 y 48 horas de incubación. Para ello, se utilizó medio de cultivo 
compuesto por soluciones de microminerales, buffer, macrominerales, solución reductora y 
resarzurina, siguiendo los protocolos dispuestos por Goering y Van Soest (1970) y líquido 
ruminal colectado de cuatro (4) animales bovinos de la raza Holstein, canulados al rumen. 
 
Los parámetros medidos fueron; volumen de gas (Gas) utilizando un transductor de presión y 
siguiendo la metodología descrita por Theodorou et al. (1994), degradabilidad de la materia 
seca (DMS) filtrando el residuo y calculándola por diferencia entre lo incubado y lo obtenido 
pos-incubación, degradabilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) y en detergente ácido 
(DFDA) sometiendo una parte del residuo a la técnica secuencial descrita por Van Soest et al. 
(1991) y Goering y Van Soest (1970) respectivamente, por medio de un analizador de fibra 
ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, Fairport, USA). 
 
La degradabilidad de la proteína cruda (DPC) se realizó, sometiendo una parte del residuo a un 
lavado con metil-celulosa (metodología descrita por Huntington y Givens, 1995) y 
posteriormente al método Kjeldahl, usando un equipo marca VELP Scientifica® UDK 142 
(A.O.A.C., 1984), el potencial de hidrógenos (pH) del efluente se midió con un pH-metro 
(Schoot Instruments® Modelo 2006), la concentración de amonio (NH3-N) se determinó 
siguiendo la metodología descrita por AOAC (2005) con la utilización de un electrodo selectivo 
ISE-NH3 (marca metrhom modelo SM703), la concentración de metano y AGV se efectuaron 
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por cromatografía de gases utilizando un cromatógrafo de gases marca Shimadzu modelo GC-
2014 (Shimadzu Corporation, Japón). 
 
 
3.3.5 Análisis estadístico 
 
Los datos de las variables respuesta, fueron sometidos a un análisis de varianza utilizando el 
procedimiento GLM del programa estadístico SAS (2001) versión 9.1.3 bajo un diseño de 
bloques completos al azar con un arreglo factorial, de acuerdo al siguiente modelo estadistico: 
 
Yijk = μ + Fi + Nj + (FN) ij + Bk + Eijk 
Donde: 
 
µ : es la media global 
Fi: es el efecto del nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) 
Nj: es el efecto del nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
(FN) ij= es la interacion entre el nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) y el 
nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
Bk: es el efecto del bloque ‘k”, con k = 1,2,…..,r 
Eijk: es el error experimental, que incluye el número de réplicas (k = 1,2,… , r) y de 
observaciones (n = r∑i bi). 
 
Cuando se detectó un efecto significativo las medias de los tratamientos se compararon por 
medio de la prueba de la diferencia  honesta significativa de Tukey a un nivel de significancia 
de 0.05. Para cada tiempo de incubación (24 o 48 horas) se efectuó una prueba independiente 
y se analizaron los datos de manera separada.Adicionalmente, se realizó regresiones lineales y 
cuadráticas para determinar el efecto de niveles crecientes del aditivo. 
 
 
 
3.4 Resultados 
 
 
3.4.1 Composición química de los forrajes 
 
Durante la selección de los forrajes se tuvo la intención de buscar aquellos que tuvieran calidad 
nutricional contrastante, de manera que representaran la diversidad de los forrajes usados en 
las ganaderías del país. Por ello, se escogieron estos tres forrajes que representan los forrajes 
de baja, media y alta calidad nutricional (Tabla 3-1). 
 
Tabla 3-1. Composición química de los tres forrajes usados en las pruebas in vitro. 
Substrato (Tratamiento) PC% FDN% FDA% LIG% CEN% MO% EE% DIVMS% 
Pennisetum clandestinum 22,2 59,0 24,9 1,9 11,8 88,2 3.14 79.05 
Megathyrsus maximus  11.1 69.7 37.7 3,7 14.4 85.6 1.46 47.12 
Brachiaria humidicola 6.0 75.4 38.6 4,7 7.3 92.7 1.30 38.03 
PC= proteína cruda, FDN= Fibra detergente neutro,  FDA= Fibra detergente ácida, LIG= Lignina, CEN= Cenizas, MO=Materia 
orgánica, EE= Extracto Etéreo y DIVMS=Degradabilidad In Vitro de la materia seca.  
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Una vez seleccionados los forrajes más contrastantes y representativos del país, pasamos a 
evaluar su actividad fermentativa al ser suplementados con tres niveles de inclusión de ácido 
fumárico. 
 
 
3.4.2 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal  
 
Los resultados de las tres técnicas de gases realizadas con los forrajes Pennisetum 
clandestinum, Megathyrsus maximus  y Brachiaria humidicola suplementados con 5%, 10% y 
15% de la materia seca en ácido fumárico, a 24 y 48 horas de incubación se presentan en las 
tablas 3-2, 3-3 y 3-4. 
 
La producción de gas (Gas) en los tres forrajes evaluados con los niveles de ácido fumárico 
(Tabla 3-2) aumentó linealmente (P<0.05). A 24 horas de incubación  el nivel de 5% de ácido 
fumárico no presentó diferencias significativas (P>0.05) con respecto al control en ninguno de 
los tres forrajes evaluados, pero los niveles 10% y 15% aumentaron (P<0.05) la producción de 
gas. A 48 horas de incubación, ocurrió lo mismo con el forraje Pennisetum clandestinum y con 
los forrajes Megathyrsus maximus  y Brachiaria humidicola la producción de gas aumentó 
linealmente (P<0.05) con la inclusión de los tres niveles de fumárico utilizados.  
 
El pH ruminal no se afectó con la inclusión de ninguno de los niveles incorporados de ácido 
fumárico (Tabla 3-2), ya que no presentó diferencias significativas (P>0.05) entre ninguno de 
los niveles de inclusión y con ninguno de los forrajes evaluados. Sin embargo, con Megathyrsus 
maximus  tanto a 24 como a 48 horas de incubación se presento un efecto lineal (P<0.05) al 
aumentar los niveles de inclisión. 
 
La concentración de NH3-N disminuyó (P<0.05) con la adición de ácido fumárico a la dieta a 
base de forrajes (Tabla 3-2). Sin embargo, con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de 
incubación y el forraje Brachiaria humidicola a 48 horas de incubación, no se presentaron 
diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos. 
 
La DMS de los forrajes Pennisetum clandestinum y Brachiaria humidicola con ácido fumárico 
no se alteró (P>0.05) con los dos primeros niveles (5 y 10% de ácido fumárico), pero con la 
inclusión de 15% de fumárico disminuyó (P<0.05), tanto a 24 como a 48 horas de incubación 
(Tabla 3-2). Con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación, la incorporación de 
10 y 15% de fumárico no presentó diferencias significativas (P>0.05) con respecto al control, 
pero al incluir 5% de fumárico, la DMS disminuyó (P<0.05) y a 48 horas de incubación no se 
presentaron diferencias estadísticas (P>0.05) entre tratamientos. 
 
La DFDN en los forrajes Pennisetum clandestinum y Brachiaria humidicola a 24 horas de 
incubación, no se vio afectada (P>0.05) con la inclusión de 5 y 10% de fumárico, pero 
disminuyó (P<0.05) con la inclusión de 15% (Tabla 3-2). Con el forraje Megathyrsus maximus  
a 24 horas de incubación, no presentó diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos, al 
igual que ocurrió en todos los forrajes evaluados a 48 horas de incubación. 
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Tabla 3-2. Producción de gas, pH, NH3-N,  DMS, DFDN, DFDA y DPC de los tres forrajes 
evaluados suplementados con tres niveles de ácido fumárico, a 24 y 48 horas de incubación 
ruminal in vitro.  
Variable F 
A. Fumarico (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 5.0 10.0 15.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 92.81b 93.53b 103.55a 104.86a 
1.34 
0.0001 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 87.22a 70.44bc 75.12b 84.62a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 74.55b 78.30b 85.09a 90.33a <.0001 NS   
pH (un) Pc 6.59 6.61 6.63 6.57 
0.03 
NS NS 
NS 
  
NS  Mm 6.49 6.51 6.47 6.40 0.0018 0.0069  <.0001 
 Bh 6.64 6.57 6.58 6.55 NS NS   
NH3(mg/dl) Pc 13.02a 9.67b 9.67b 8.90b 
0.26 
<.0001 0.0033 
<.0001 
  
<.0001  Mm 8.6 7.65 8.15 7.72 NS NS  <.0001 
  Bh 11.59a 9.06b 8.48b 9.53b NS <.0001   
DMS (%) Pc 62.16a 62.19a 62.98a 57.96b 
0.57 
NS 0.0097 
<.0001 
  
0.0015  Mm 49.28a 45.64b 47.30ab 46.61ab NS NS  <.0001 
 Bh 44.23a 42.90ab 44.27a 41.50b NS NS   
DFDN (%) Pc 59.17a 58.76a 56.51ab 53.01b 
0.72 
0.0009 NS 
<.0001 
  
0.0016  Mm 45.46 41.94 43.66 42.20 NS NS  <.0001 
 Bh 35.78a 35.40ab 37.31a 32.07b NS 0.0017   
DFDA (%) Pc 57.90a 55.71a 48.28b 50.17b 
0.78 
0.0003 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 42.14a 37.72b 36.74b 35.60b <.0001 NS  <.0001 
 Bh 32.5 34.7 35.45 33.75 NS 0.0009   
48 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 154.39c 158.14c 169.95b 179.02a 
1.39 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 138.93b 138.31b 147.42a 150.67a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 132.24c 144.56b 154.12a 140.41b NS <.0001   
pH (un) Pc 6.54 6.49 6.49 6.47 
0.03 
NS NS 
0.0151 
 
NS NS  Mm 6.54 6.48 6.46 6.43 0.0031 NS  
 Bh 6.47 6.47 6.45 6.43 NS NS  
NH3(mg/dl) Pc 11.36a 9.66ab 8.42b 7.75b 
3.95 
<.0001 NS 
<.0001 
  
0.0002  Mm 20.04a 17.30b 15.96b 17.52b 0.0064 <.0001  <.0001 
  Bh 14.33 13.76 14.31 13.03 NS NS   
DMS (%) Pc 76.66a 77.24a 74.30ab 72.42b 
0.65 
0.0006 NS 
<.0001 
  
0.0033  Mm 58.91 56.44 57.88 57.59 NS NS  <.0001 
 Bh 56.70a 56.19ab 55.75ab 53.14b 0.0026 NS   
DFDN (%) Pc 77.35 77.43 75.91 73.79 
0.74 
0.0096 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 60.15 57.34 58.38 57.26 NS NS  <.0001 
 Bh 55.39ab 54.26ab 56.36a 51.71b NS NS   
DFDA (%) Pc 81.29a 76.67b 75.18bc 72.50c 
0.79 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 55.49 57.18 55.96 55.51 NS NS  <.0001 
 Bh 54.31ab 54.44ab 56.45a 51.46b NS NS   
Gas (ml)= Producción de gas en mililitros. pH (un)= Potencial de hidrogeniones en unidades. NH3 (mg/L)=Cantidad de amonio en 
miligramos por litro. DMS (%)= Degradabilidad de la materia seca en porcentaje. DFDN (%)= Degradabilidad de la Fibra en 
Detergente Neutro en porcentaje. DFDA (%)=Degradabilidad de la Fibra en Detergente Ácido en porcentaje. F= forraje.  N= nivel de 
inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con 
letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  
NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
 
La DFDA disminuyó (P<0.05) con la inclusión de fumárico a las dietas a base de forraje (Tabla 
3-2). Sin embargo, con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación y el forraje 
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Brachiaria humidicola a ambos tiempo de incubación, no se presentaron diferencias 
significativas (P>0.05) entre tratamientos. 
 
Tabla 3-3. Emisiones de metano de los tres forrajes evaluados suplementados con tres niveles 
de ácido fumárico, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
A. Fumarico (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 5.0 10.0  15.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 33.57 30.86 32.96 35.59 
1.06 
NS NS 
0.0002 
  
<.0001  Mm 24.57c 30.05b 37.75a 28.84bc NS 0.0014  <.0001 
 Bh 17.94 18.93 18.1 18.94 NS NS   
CH4(ml/gd) Pc 107.79ab 97.98b 103.52b 120.52a 
3.10 
NS 0.0013 
<.0001 
  
<.0001  Mm 96.08c 136.14a 141.25a 116.42b NS <.0001  <.0001 
 Bh 81.23 88.05 82.29 92.31 NS NS   
CH4 (ml/gi) Pc 66.93ab 61.43b 65.77ab 70.92a 
1.74 
NS NS 
0.0007 
  
<.0001  Mm 48.30c 62.17ab 68.18a 56.63bc NS <.0001  <.0001 
  Bh 35.40 37.32 35.78 37.49 NS NS   
48 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 61.03b 81.69a 89.11a 85.82a 
2.37 
0.0017 0.0057 
<.0001 
  
<.0001  Mm 56.75b 80.95a 84.85a 75.19a NS <.0001  <.0001 
 Bh 48.84 52.79 53.41 46.61 NS NS   
CH4(ml/gd) Pc 160.90b 211.25a 227.89a 233.57a 
7.44 
0.0002 NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 203.87b 280.21a 293.91a 264.20a NS <.0001  
 Bh 171.35 180.97 189 172.9 NS NS  
CH4 (ml/gi) Pc 121.59b 163.22a 173.13a 170.25a 
4.86 
0.0024 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 111.75b 159.27a 166.83a 147.79a NS <.0001  <.0001 
  Bh 96.86 104.16 105.77 91.85 NS NS   
CH4 =Metano, CH4 (ml)=Concentración de metano en mililitros, CH4 (ml/gd)=Concentración de metano en mililitros por gramo de 
materia seca degradada, CH4 (ml/gi)=Concentración de metano en mililitros por gramo de materia seca incubada. F= forraje.  N= 
nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores 
medios con letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la 
media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
 
Las emisiones de metano al incluir niveles crecientes de fumárico en los forrajes evaluados 
(Tabla 3-3), no se afectaron (P>0.05) e inclusive en algunos casos aumentaron 
cuadraticamente (P<0.05) al incluir ácido fumárico en la dieta. Con el forraje Pennisetum 
clandestinum a 24 horas de incubación, no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) 
en la concentración de metano entre tratamientos, pero pasadas 48 horas de incubación 
aumentó linealmente (P<0.05) con la inclusión de fumárico.   
 
Con el forraje Megathyrsus maximus  tanto a 24 como a 48 horas de incubación, la 
concentración de metano aumentó cuadraticamente (P<0.05) al incluir fumárico en la dieta y 
con el forraje Brachiaria humidicola no se presentaron diferencias estadísticas (P>0.05) entre 
tratamientos. 
 
La concentración de AGV totales con niveles crecientes de ácido fumárico en los forrajes 
evaluados, aumentó linealmente (P<0.05). Es decir, la proporción molar de propiónico aumentó 
(P<0.05) al incluir niveles crecientes de fumárico, la proporción molar de acético, butírico y la 
relación acético/propiónico disminuyeron (P<0.05). 
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Tabla 3-4. Ácidos grasos volátiles (AGV) de los tres forrajes evaluados suplementados con tres 
niveles de ácido fumárico, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
A. Fumarico (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 5.0 10.0 15.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 42.17b 49.01ab 49.81ab 53.25a 
1.78 
<.0001 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 25.15b 34.28a 38.70a 33.03ab NS NS  <.0001 
 Bh 38.74b 42.79ab 49.67a 49.23a <.0001 NS   
Acético (%) Pc 61.02 60.78 58.15 54.39 
3.07 
<.0001 NS 
NS 
  
0.0385  Mm 60.74 56.53 54.35 67.97 NS NS  NS 
 Bh 61.12 58.5 55.46 52.08 <.0001 NS   
Propiónico(%) Pc 29.73 31.94 35.38 40.36 
2.31 
<.0001 NS 
<.0001 
  
0.0120  Mm 32.67b 37.28b 39.92b 58.94a 0.0009 NS  <.0001 
  Bh 29.25b 33.86ab 37.56ab 41.55a <.0001 NS   
RelaciónA:P Pc 2.06a 1.90a 1.65b 1.35c 
0.04 
<.0001 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 1.87a 1.52b 1.36bc 1.14c <.0001 NS  <.0001 
 Bh 2.09a 1.73b 1.48c 1.25d <.0001 NS   
Butírico (%) Pc 7.74a 6.27ab 5.69ab 4.80b 
0.44 
0.0004 NS 
<.0001 
  
0.0192  Mm 6.97a 6.44ab 5.70b 5.53b NS NS  0.0140 
 Bh 8.44a 6.84ab 6.13b 5.75b <.0001 0.0003   
Valérico (%) Pc 1.20 0.77 0.58 0.30 
1.78 
<.0001 NS 
NS 
 
NS NS  Mm 1.91a 1.72ab 1.53ab 1.46b NS NS  
 Bh 0.88 0.56 0.63 0.43 0.0032 NS  
Isovalérico(%) Pc 0.31a 0.23ab 0.19b 0.15b 
0.02 
<.0001 NS 
<.0001 
  
0.0364  Mm 0.17 0.17 0.16 0.14 NS NS  <.0001 
 Bh 0.30a 0.23ab 0.21ab 0.18b <.0001 NS   
48 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 65.30 65.81 69.67 66.61 
1.22 
NS NS 
<.0001 
  
0.0002  Mm 48.45c 52.40bc 56.62ab 59.96a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 55.12c 61.14bc 66.02ab 70.71a <.0001 NS   
Acético (%) Pc 62.13a 60.01a 56.91b 52.79c 
0.59 
<.0001 NS 
<.0001 
 
<.0001 0.0328  Mm 61.76a 57.34b 55.79b 52.64c <.0001 NS  
 Bh 62.73a 59.85ab 58.65bc 56.48c <.0001 NS  
Propiónico(%) Pc 27.76d 31.02c 34.65b 39.48a 
0.52 
<.0001 NS 
<.0001 
  
0.0303  Mm 28.86d 34.00c 36.57b 39.99a <.0001 NS  <.0001 
  Bh 26.97c 30.86b 33.46ab 35.78a <.0001 NS   
RelaciónA:P Pc 2.24a 1.93b 1.64c 1.34d 
0.04 
<.0001 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 2.14a 1.69b 1.53bc 1.32c <.0001 0.0100  <.0001 
 Bh 2.33a 1.94b 1.75bc 1.58c <.0001 NS   
Butírico (%) Pc 7.43a 6.58ab 6.33b 5.82b 
0.20 
0.0001 NS 
<.0001 
 
<.0001 NS  Mm 6.97a 6.44ab 5.70b 5.53b <.0001 NS  
 Bh 8.09a 7.25a 6.26b 6.03b <.0001 NS  
Valérico (%) Pc 2.17a 1.89ab 1.69b 1.54b 
0.08 
<.0001 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 1.91a 1.72ab 1.53ab 1.46b <.0001 NS  <.0001 
 Bh 1.72a 1.57ab 1.27b 1.35ab 0.0097 NS   
Isovalérico(%) Pc 0.51a 0.50ab 0.41bc 0.36c 
0.02 
<.0001 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 0.50a 0.48ab 0.40bc 0.38c <.0001 NS  NS 
 Bh 0.49a 0.46a 0.35b 0.35b 0.0004 NS   
TotalAGV=Ácidos grasos volátiles totales en milimoles por litro. F= forraje.  N= nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum 
clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con letras distintas entre columnas, difieren 
estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto 
lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
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3.5 Discusión 
 
El ácido fumárico o sus sales conocidas como fumaratos, son compuestos orgánicos que 
compiten con diversas bacterias metanogénicas por el hidrógeno de la fase gaseosa en el 
rumen (Asanuma et al., 1999), lo que se esperaría generara una disminución en las emisiones 
de metano. Los niveles de ácido fumarico evaluados en el presente experiemento son altos, 
debido a que se pretendía abarcar niveles extremos para observar el efecto de este aditivo en 
los parámetros de la fermentación ruminal. 
 
Los resultados en la producción de gas indican que con la aplicación de 5% de fumárico en la 
mayoría de los casos no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) con respecto al 
control, pero al adicionar 10 y 15% de fumárico, el gas aumentó (P<0.05) en todos los casos. 
Es probable que debido a que el fumárico es un intermediario metabólico que se sintetiza a 
partir del succinato en el metabolismo de los carbohidratos, y se va hacia la vía de producción 
de propionato (Ungerfeld et al., 2007), al introducir fumárico directamente en el rumen se 
genere una rápida fermentación y por ello la mayor producción de gas. En este sentido, el CO2 
es un producto final de la fermentación de fumarato a propionato a través de la vía succinato-
propionato (Demeyer y Henderickx, 1967), por lo que es de esperarse que la proporción de gas 
que aumentó, haya sido básicamente CO2. 
 
Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Carro y Ranilla (2003), quienes al evaluar 
distintos niveles (0, 4, 7 y 10 mM) de ácidos orgánicos en una prueba in vitro, observaron un 
incremento en la producción de gas, que ellos atribuyen a cambios en las poblaciones de 
bacterias y/o en su actividad. Otros estudios in vitro (Callaway y Martin, 1996; López et al., 
1999; Abdl-Rahman et al., 2010 y Ebrahimi et al., 2011), han encontrado aumento en la 
producción de gas al incluir fumárico en la dieta y atribuyen dicho resultado, a la generación de 
CO2, como producto final de la fermentación de fumarato a propionato. 
 
El pH en todos los forrajes suplementados con niveles crecientes de ácido fumárico, se 
mantuvo constante y sin diferencias significativas (P>0.05) con respecto al control. Esto se 
debe principalmente a que el fumárico estimula la captación de lactato por Selenomonas 
ruminantium, una de las principales bacterias ruminales Gram negativas del rumen, lo que 
previene o corrige una disminución en el pH ruminal (Callaway y Martin, 1996). Pese a que se 
conoce que el pH del liquido ruminal está determinado en gran medida por la concentración de 
AGV (Krause y Oetzel, 2006), en el presente experimento aunque se presentó aumento en la 
concentración de AGV totales, no hubo diferencias significativas en el pH, muy posiblemente 
debido a la solución buffer que se utiliza en técnicas in vitro, como la técnica de gases, para 
simular la saliva. 
 
Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Lin et al. (2012) en una prueba in vitro, 
donde se evaluó una mezcla de aceites esenciales y fumarato disódico con una dieta a base de 
heno y maíz, utilizando niveles crecientes de fumarato (0, 5, 10 y 15 ml/l) y encontraron que el 
pH se mantuvo estable tanto en los tratamientos con aceites esenciales como con ácido 
fumárico. Así mismo, otros estudios in vitro (Baraka y Abdl-Rahman, 2012; Abdl-Rahman et al., 
2010 y Abdl-Rahman, 2010) han reportado la ausencia de diferencias significativas (P>0.05) en 
el pH, al suplementar dietas completamente mezcladas (principalmente grano de cebada, heno 
de trébol y paja de trigo) con ácido fumárico.  
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Por otra parte, la concentración de NH3-N en los forrajes evaluados disminuyó (P<0.05) al 
adicionar niveles crecientes de ácido fumárico. Lo que coincide con los reportado por Van 
Zijderveld et al. (2011), quienes evaluaron dietas completamente mezcladas (ensilado de pasto, 
ensilado de maíz, paja de cebada y concentrados) suplementadas con aceites esenciales y 
fumarato de calcio y encontraron una disminución del amoniaco ruminal, que ellos atribuyen a 
la defaunación de protozoos. Diversos estudio in vitro (Abdl-Rahman, 2010; Abdl-Rahman et 
al., 2010 y García et al., 2005) han reportado disminución en la concentración de amonio, 
cuando suplementan con ácido fumárico. 
 
Posiblemente la disminución en la concentración de amonio se deba a una mayor utilización del 
N, por parte de los microorganismos ruminales (Blummel et al., 1994) y/o a la inhibición de las 
bacterias productoras de amoníaco, que pertenecen principalmente a las bacterias Gram-
positivas del rumen y son sensibles al ácido fumárico (Lin et al., 2012). 
 
La DMS, DFDN y DFDA en los forrajes suplementados con 5 y 10% de fumárico, no fue 
significativamente diferente (P>0.05) con respecto al control, pero con la adición de 15% de 
fumárico disminuyó (P<0.05). Es probable que el nivel de 15% de fumárico, haya limitado el 
índice de tolerancia de bacteria celulolíticas Gram positivas como Ruminococcus flavefaciens y 
Ruminococcus albus, ya que según Lin et al. (2012) el ácido fumárico puede afectar esta 
categoría de bacterias (Gram positivas). Por lo anterior, niveles de inclusión inferiores (5 y 10%) 
de ácido fumárico posiblemente no afectaron la actividad fermentativa de las bacterias 
celulolíticas.   
 
Los resultados obtenidos con los dos primeros niveles de inclusión de fumárico (5 y 10%), 
coinciden con los reportado por Beauchemin y McGinn (2006), los cuales evaluaron 175 g/día 
de fumarato y encontraron que la DMS, FDN y FDA no fueron estadísticamente diferente 
(P>0.05), entre los tratamientos con fumárico y el control, una dieta completamente mezclada 
(silo de cebada, grano de cebada, harina de canola y urea). Del mismo modo, Ebrahimi et al. 
(2011) al evaluar niveles crecientes de ácido fumárico 0, 3.5, 6.5 y 9.5 mM en una técnica de 
gases, encontraron que la DMS no se afectó (P>0.05) a medida que se aumentaba el nivel de 
inclusión de ácido fumárico. Muy posiblemente estos autores no encontraron disminución 
(P<0.05) en la degradación de la MS, FDN y FDA porque los niveles utilizados, fueron mucho 
más bajos que la usados en el presente estudio.  
 
La degradación de la proteína cruda (DPC) en los forrajes suplementados con niveles 
crecientes de fumárico, no presentó un efecto único y marcado, es decir que a ciertos tiempos 
de fermentación se incrementó y en otros disminuyó o aumentó en ciertos tipos de forrajes con 
la inclusión de fumárico, mostrando diferencias significativas (P<0.05) con respecto al control 
(Tabla 3-2). De manera, que estos resultados fueron muy dependientes del tipo de forraje, ya 
que con los de mayor calidad nutricional la DPC aumentó (P<0.05) y con los de baja calidad 
nutricional disminuyó (P<0.05).  
 
De manera más explícita, con el forraje Pennisetum clandestinum a 24 horas de incubación, la 
DPC aumentó (P<0.05), pero pasadas 48 horas de incubación disminuyó (P<0.05) con la 
inclusión del nivel más alto de fumárico (15%). Con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas 
de incubación disminuyó (P<0.05) y a 48 horas al incluir 5% de fumárico aumentó (P<0.05), 
pero al incluir 10 y 15% de fumárico disminuyó (P<0.05). Finalmente, con el forraje Brachiaria 
humidicola tanto a 24 como a 48 horas de incubación, la DPC disminuyó. Desafortunadamente, 
no hay reportes que evalúen el efecto de la inclusión de ácido fumárico en la DPC, lo que hace 
de este estudio, a saber el primero en evaluar dicho efecto. 
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El ácido fumárico es un precursor de propionato, constituye una ruta alternativa para el H2, 
debido a que el H2 ya no sería incorporado por metanógenos para la metanogénesis, sino que 
sería utilizado para producir propionato (Asanuma et al., 1999). Por lo anterior, se esperaba 
que al suplementar dietas con fumárico disminuiría la concentración de metano en rumen. Sin 
embargo, dicho efecto supresor en las emisiones de metano, no se vio reflejado en el presente 
estudio e inclusive con algunas dietas aumentó la concentración de metano. 
 
Estos resultados muy posiblemente se deban a que los niveles de inclusión de ácido fumárico 
son altos, a las diferencias en la calidad nutricional de los forrajes y al hecho de que son 
forrajes solos, sin ninguna clase de suplementación. Ya que según Foley et al. (2009), la 
suplementación con ácidos orgánicos genera resultados más favorables en la mitigación de 
metano, con dietas altas en concentrado. El tipo de alimento ofrecido a un rumiante puede 
tener un importante efecto sobre la producción de CH4, debido a que el contenido de 
concentrado en la dieta tiene un impacto sobre la fermentación ruminal y, en consecuencia 
afecta la relación acético/propiónico (Moss et al., 2000).  
 
Por otra parte, Ungerfeld et al. (2007) afirmaron que existen dos razones por las que el 
fumárico no es eficaz en la disminución de metano; una es porque solo un promedio de 48% 
del fumárico añadido se convierte a propionato y la otra porque la incorporación de 
equivalentes reductores en la conversión de propionato a fumarato, es casi en su totalidad 
compensada, porque la liberación de cerca del 20% de fumarato añadido parece ser convertido 
a acetato, de tal manera que los cálculos estequiométricos indican que el fumarato no solo se 
convierte en propionato, sino también en acetato, modificando la estequiometria del rumen 
alrededor del metano. 
 
Además, parece que el fumarato está limitado para utilizar H2 y desviar la producción de CH4, 
porque las bacterias metanógenas utilizan el H2 más rápidamente. Según Asanuma et al. 
(1999) la afinidad por el H2 de las bacterias reductoras de fumarato es menor que la afinidad de 
los metanógenos, por lo cual el potencial máximo del fumarato para utilizar H2 y desviar la 
producción de metano, se ve limitado porque los metanógenos utilizan el H2 más rápidamente 
que las bacterias que utilizan fumarato para producir propionato.  
 
En este sentido, Carro y Ranilla (2003) en relación con los estudios in vitro, señalan que el 
efecto del fumarato en la producción de CH4 en el rumen, parece depender en gran medida de 
la naturaleza del sustrato fermentado. De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro 
trabajo, diferentes trabajos in vitro (García et al., 2005 y Abdl-Rahman et al., 2010) han 
informado no encontrar efectos en la producción de metano al adicionar fumarato en dietas 
completamente mezcladas (principalmente cebada, canola, heno de trébol, paja de trigo y heno 
de alfalfa).  
 
Sin embargo, en otras y diferentes pruebas in vitro (Asanuma et al., 1999 y Carro y Ranilla, 
2003) han reportado que el fumarato de sodio, reduce la producción de metano mediante la 
desviación del hidrógeno y estimula la proliferación de bacterias celulolíticas y la digestión de la 
fibra a nivel ruminal. Este también fue el caso de López et al. (1999), quienes observaron que la 
adición de 6,25 mM de fumarato en fermentadores semi-continuo (RUSITEC), condujo a una 
reducción en el rendimiento de CH4 aproximadamente 17%, equivalente a una eficiencia en 
captura de H2 de 77%, pero los autores señalaron que el fumarato no sería viable como un 
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medio para disminuir las emisiones de CH4 in vivo, presumiblemente a causa de la reducida 
afinidad por el H2 de la enzima fumarato reductasa, en comparación con la hidrogenasa. 
 
Por otra parte, Carro et al. (2006) sugirieron que las inconsistencias en las respuestas para las 
emisiones de metano al utilizar ácido fumárico, podrían estar relacionadas con las diferentes 
condiciones experimentales (por ejemplo los niveles de inclusión),  encontradas entre sistemas 
de evaluación. Puesto que el nivel utilizado en experimentos in vitro varió desde 3.4 a 7.1% en 
fermentadores RUSITEC (Carro et al., 1999 y Gómez et al., 2005) y de 6,8 a 17,1% en cultivos 
discontinuos (Callaway y Martin, 1996; Carro y Ranilla, 2003 y Tejido et al., 2005). 
 
Se necesita más investigación para aclarar, si las discrepancias observadas en los efectos de 
la producción fumarato en la producción de CH4 ruminal, son debidas al uso de diferentes 
dietas y/o condiciones experimentales (in vivo o in vitro con fermentadores de cultivos 
ruminales). 
 
En el caso de los AGV la adición de fumárico aumentó (P<0.05) la concentración de AGV 
totales tanto a 24 como a 48 horas y aunque a 24 horas no se presentaron diferencias 
significativas (P>0.05), a 48 horas de incubación aumentó (P<0.05) la proporción de propionato 
y disminuyó (P<0.05) la propoción de acetato, butirato y la relación acetato/propionato. En otras 
palabras, se presentó un incremento del propionato a espensas de acetato y el butirato. 
 
Según Demeyer y Henderickx (1967), al ingresar al rumen el fumarato se puede convertir en 
propionato y/o acetato por diferentes vías, es probable que en el presente estudio el ácido 
fumárico haya sido reducido a succinato y finalmente a propionato, sin embargo la pregunta 
que surge es porqué no disminuyeron las emisiones de metano. 
 
Una posible respuesta a dicho cuestionamiento es que la afinidad por el H2 de las bacterias 
reductoras de fumarato es menor que la afinidad de los metanógenos. Por lo tanto, el potencial 
máximo del fumarato para utilizar H2 y desviar la producción de metano, se ve limitado porque 
los metanógenos utilizan el H2 más rápidamente que las bacterias que utilizan fumarato para 
producir propionato (Asanuma et al., 1999). En este sentido, los protozoos ciliados podrían 
facilitar la metanogénesis, por el consumo de oxígeno y establecimiento de un alto potencial 
redox (Asanuma et al., 1999). 
 
En otras palabras, aunque la reducción de fumarato a succinato se presentó, cuya evidente 
prueba es el aumento en la proporción de propionato, los altos niveles de inclusión de ácido 
fumarico utilizados y la rápida fermentación de este, genero tal cantidad de H2 libres que 
también se destinaron para la producción de metano. 
 
Un aumento en la producción de AGV (especialmente propiónico) y una disminución en la 
relación acético/propiónico después de la adición de fumárico a la dieta, se ha reportado en 
varios estudios in vitro (Callaway y Martin, 1996; Carro et al., 1999; Carro y Ranilla, 2003; 
Gómez et al., 2005; Newbold et al., 2005; Ebrahimi et al., 2011 y Abdl-Rahman, 2010) en los 
cuales la dieta base, consistió en raciones completamente mezcladas.  
 
Del mismo modo, García et al. (2005) al evaluar niveles crecientes de fumarato 0, 4 y 8 mM con 
la técnica de gases, encontraron que la producción de propionato aumentó linealmente con la 
adición de fumarato, en dietas a base de heno de alfalfa y concentrado y la producción de 
metano no se afectó (P>0.05). 
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3.6 Conclusiones 
 
El ácido fumárico no disminuye las emisiones de metano entérico por bovinos, en cultivos de 
microorganismos ruminales (in vitro) a base de forrajes tropicales, con las dosis utilizadas en el 
presente estudio. 
 
La inclusión de niveles crecientes de ácido fumárico, generó respuestas similares en los tres 
forrajes evaluados, pero la intensidad de la respuesta varío en función de la calidad nutricional 
del forraje. 
 
El ácido fumárico tiene un efecto beneficioso en la fermentación ruminal in vitro de forrajes 
tropicales, mediante un aumento en la producción de gas y la concentración de AGV 
(principalmente propionato). 
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4.1 Resumen 
 
Se evaluó el efecto de la inclusión de tres niveles de taninos extraídos de la leguminosa 
arbórea Acacia mearnsii en tres forrajes tropicales, sobre las emisiones de metano y los 
parámetros de la fermentación ruminal. Para ello, se incubaron los forrajes Pennisetum 
clandestinum, Megathyrsus maximus   y Brachiaria humidicola con tres niveles de taninos del 
1%, 3% y 5% de la MS, en tres técnicas de gases, durante 24 y 48 horas de incubación.  La 
concentración de metano con el forraje Pennisetum clandestinum a 24 horas de incubación 
disminuyó (P<0.05) con 1% de taninos, con el forraje Megathyrsus maximus  aumentó (P<0.05) 
y con el forraje Brachiaria humidicola disminuyó (P<0.05) al incluir 5% de taninos. La 
producción de gas, DFDN, DFDA y DPC disminuyeron (P<0.05) con la inclusión del nivel más 
alto de taninos (5%), la concentración de NH3-N disminuyó con la inclusión de taninos en la 
dieta, la DMS a 24 horas de incubación, disminuyó (P<0.05) al incluir el nivel más alto de 
taninos (5%), pero a 48 horas de incubación ya no hubo efectos significativos (P>0.05) y el pH 
y los AGV no se afectaron (P>0.05) con la inclusión de taninos en la dieta. Los resultados 
indican que los taninos pueden disminuir las emisiones de metano en algunos forrajes 
tropicales, pero el nivel de inclusión a utilizar varía en función del tipo de forraje. Al incluir 1% 
de taninos en un forraje de calidad nutricional alta como el Pennisetum clandestinum, las 
emisiones de metano disminuyen en 21.09% sin afectar la degradación del materia seca y los 
otros parámetros de la fermentación ruminal. Con forrajes de calidad nutricional baja como el 
forraje Brachiaria humidicola las emisiones de metano disminuyen en 31.94% a 24 horas de 
incubación, pese a que disminuyó la DMS en 13.63%. 
 
Palabras clave: taninos, forrajes, mitigación, degradabilidad, AGV e in vitro. 
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4.2 Introducción 
 
Durante las últimas décadas se ha generado una creciente preocupación por el calentamiento 
global y la reducción de emisiones de gases de efecto invernadero en la atmosfera (IPCC, 
2007). El metano es un gas de efecto invernadero, del cual aproximadamente el 15% de las 
emisiones globales es producido por los rumiantes domésticos (IPCC, 2001). Adicionalmente, 
en su génesis ruminal genera gastos de energía que los animales podrían utilizar para la 
producción de carne o leche. Una reducción del 25% en las emisiones de metano podría 
aumentar la ganancia de peso de ganado de carne en aproximadamente 75 g/d, o la 
producción de leche de vacas lecheras en 1 L/día, en base a la energía remanente que 
quedaría después de reducir la producción de metano en bovinos (Bruinenberg et al., 2002 y 
Nkrumah et al., 2006). 
 
Los taninos son compuestos polifenólicos que pueden reducir las emisiones de metano, cuando 
se suministran en dietas con pastos de baja calidad o sin suplementación de leguminosas, ya 
que tienen un efecto bacteriostático y en algunos casos bactericida sobre los microorganismos 
ruminales metanógenos, dependiendo de la estructura química de los taninos y la especie de 
metanógena (Patra y Saxena, 2010).  
 
Debido a que gran variedad de leguminosas tropicales utilizadas en sistemas ganaderos 
contienen diferentes niveles de taninos, es importante determinar el efecto de dichos 
compuestos, en las emisiones de metano y parámetros de la fementación ruminal.  Es por ello, 
que el objetivo de la presente investigación fue evaluar el efecto de la inclusión de tres niveles 
de taninos de  Acacia mearnsii en tres forrajes tropicales de calidad nutricional contrastante 
(Pennisetum clandestinum, Megathyrsus maximus  y Brachiaria humidicola) en las emisiones 
de metano y en los parámetros de la fermentación ruminal. 
 
 
 
4.3 Materiales y métodos 
 
La descripción detallada de los materiales y métodos se presentó en el capítulo 2, en este 
capítulo se presenta un resumen, debido a que la metodología utilizada es la misma. 
 
 
4.3.1 Localización 
 
El trabajo experimental se realizó en el laboratorio de Biotecnología Ruminal (BIORUM), 
perteneciente al Departamento de Producción Animal, ubicado en la Universidad Nacional de 
Colombia, Sede Medellín. El laboratorio está situado en el noroccidente del país, sobre 
la cordillera central de los Andes en las coordenadas 6°13′55″N 75°34′05″O. La latitud y altitud 
de la ciudad dan como resultado un clima tropical subhúmedo, con una temperatura que oscila 
entre 16 y 28 °C y una precipitación media anual de 1.656 mm. 
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4.3.2 Dietas y tratamientos asignados 
 
Se utilizaron tres forrajes de calidad nutricional contrastante conocidos comúnmente como 
pasto Kikuyo (Pennisetum clandestinum) con una calidad nutricional alta, pasto Guinea 
(Megathyrsus maximus ) con una calidad nutricional media y pasto humidicola (Brachiaria 
humidicola) con una calidad nutricional baja. Cada forraje se evaluó independientemente como 
el tratamiento control.  
 
Los taninos se obtuvieron de un producto que lleva como nombre “Weibull Black” producto de 
una empresa de Brasil denominada Tanac S.A., son extraídos de árboles de Acacia mearnsii, 
por lo que también los llaman “extracto de mimosa” y contiene una concentración de 79% de 
taninos totales y 0.725 gramos de taninos condensados por gramo de materia seca. Carulla, et 
al. (2005) en el mismo producto comercial, determinaron la concentración de taninos 
condensados por medio de la técnica de Butanol/HCL descrita por Terrill, et al. (1992) y 
encontraron una concentración de 0.615 gramos de taninos condensados por gramo de materia 
seca. 
 
Los tratamientos asignados a cada uno de los forrajes (de alta, media y baja calidad 
nutricional), fueron los siguientes: 
 
Tratamiento 1: Pennisetum clandestinum solo. 
Tratamiento 2: Pennisetum clandestinum + 1% de la MS en taninos. 
Tratamiento 3: Pennisetum clandestinum + 3% de la MS en taninos. 
Tratamiento 4: Pennisetum clandestinum + 5% de la MS en taninos. 
Tratamiento 5: Megathyrsus maximus  solo. 
Tratamiento 6: Megathyrsus maximus  + 1% de la MS en taninos. 
Tratamiento 7: Megathyrsus maximus  + 3% de la MS en taninos. 
Tratamiento 8: Megathyrsus maximus  + 5% de la MS en taninos. 
Tratamiento 9: Brachiaria humidicola solo. 
Tratamiento 10: Brachiaria humidicola + 1% de la MS en taninos. 
Tratamiento 11: Brachiaria humidicola + 3% de la MS en taninos. 
Tratamiento 12: Brachiaria humidicola + 5% de la MS en taninos. 
 
De forma más gráfica y registrando la cantidad incorporada en la técnica de gases de taninos, 
de acuerdo a su concentración en el producto comercial, los tratamientos utilizados fueron los 
siguientes: 
 
Figura 4-1. Niveles de inclusión de taninos y cantidades incorporadas del producto comercial 
en la técnica de gases  
 
    0.0%   Tratamiento control 
 
1.0%   0.0063 g de Weibull B. 
Taninos   
      3.0%   0.0190 g de Weibull B.  
      
5.0%   0.0316 g de Weibull B. 
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4.3.3 Calidad nutricional de los forrajes 
 
Los forrajes fueron secados por 48 horas, en una estufa de aire forzado a 60° C, hasta alcanzar 
un peso constante, molidos en un molino Fritsch (Idar Oberstein®- Germany) y pasados por 
una criba porosa con un diámetro de 1 µm. Posteriormente, se les determinó el contenido de 
nitrógeno mediante el método  Kjeldhal (A.O.A.C., 1984) en un equipo VELP Scientifica®. El 
contenido de proteína cruda (%PC) se obtuvo al multiplicar el contenido de nitrógeno por el 
factor de conversión de 6,25. Los contenidos de Fibra en Detergente Neutro (%FDN), Fibra en 
Detergente Ácido (%FDA) y Lignina (%LIG) de los forrajes, fueron determinados por la técnica 
secuencial descrita por Van Soest et al. (1991) y Goering y Van Soest (1970), respectivamente, 
y para ello se utilizó un analizador de fibra ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, 
Fairport, USA).  
 
La determinación de cenizas (CEN) se obtuvo por incineración directa a 500°C por dos horas, 
usando una mufla, según el método descrito por Van Soest y Robertson (1985). La materia 
orgánica (MO) fue calculada por la diferencia entre los valores de la materia seca y cenizas. 
Simultáneamente, se determinó el extracto etéreo (EE) de los forrajes con un analizador de 
grasa ANKOM XT15 mediante el método Soxhlet, en el cual se utiliza éter de petróleo como 
solvente extractor de grasa a una temperatura de 90°C por una hora (A.O.A.C., 1984). La 
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) de cada forraje se determinó a 48 horas de 
incubación, utilizando un incubador  Daisy II® de la marca ANKOM  (Ankom Technology., 
2004), siguiendo la metodología descrita por (Goering y Van Soest, 1970). 
 
 
4.3.4 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal  
 
Se realizaron tres pruebas con la técnica de gases, una con cada forraje, utilizando la 
metodología descrita por Theodorou et al. (1994) y se midieron los parámetros de la 
fermentación ruminal a 24 y 48 horas de incubación. Para ello, se utilizó medio de cultivo 
compuesto por soluciones de microminerales, buffer, macrominerales, solución reductora y 
resarzurina, siguiendo los protocolos dispuestos por Goering y Van Soest (1970) y líquido 
ruminal colectado de cuatro (4) animales bovinos de la raza Holstein, canulados al rumen. 
 
Los parámetros medidos fueron; volumen de gas (Gas) utilizando un transductor de presión y 
siguiendo la metodología descrita por Theodorou et al. (1994), degradabilidad de la materia 
seca (DMS) filtrando el residuo y calculándola por diferencia entre lo incubado y lo obtenido 
pos-incubación, degradabilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) y en detergente ácido 
(DFDA) sometiendo una parte del residuo a la técnica secuencial descrita por Van Soest et al., 
(1991) y Goering y Van Soest (1970), respectivamente, por medio de un analizador de fibra 
ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, Fairport, USA). 
 
La degradabilidad de la proteína cruda (DPC) se realizó, sometiendo una parte del residuo a un 
lavado con metil-celulosa (metodología descrita por Huntington y Givens, 1995) y 
posteriormente al método Kjeldahl, usando un equipo marca VELP Scientifica® UDK 142 
(A.O.A.C., 1984), el potencial de hidrógenos (pH) del efluente se midió con un pH-metro 
(Schoot Instruments® Modelo 2006), la concentración de amonio (NH3-N) se determinó 
siguiendo la metodología descrita por AOAC (2005) con la utilización de un electrodo selectivo 
ISE-NH3 (marca metrhom modelo SM703), la concentración de metano y AGV se efectuaron 
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por cromatografía de gases utilizando un cromatógrafo de gases marca Shimadzu modelo GC-
2014 (Shimadzu Corporation, Japón). 
 
 
4.3.5 Análisis estadístico 
 
Los datos de las variables respuesta, fueron sometidos a un análisis de varianza utilizando el 
procedimiento GLM del programa estadístico SAS (2001) versión 9.1.3 bajo un diseño de 
bloques completos al azar con un arreglo factorial, de acuerdo al siguiente modelo estadistico: 
 
Yijk = μ + Fi + Nj + (FN) ij + Bk + Eijk 
Donde: 
 
µ : es la media global 
Fi: es el efecto del nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) 
Nj: es el efecto del nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
(FN) ij= es la interacion entre el nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) y el 
nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
Bk: es el efecto del bloque ‘k”, con k = 1,2,…..,r 
Eijk: es el error experimental, que incluye el número de réplicas (k = 1,2,… , r) y de 
observaciones (n = r∑i bi). 
 
Cuando se detectó un efecto significativo las medias de los tratamientos se compararon por 
medio de la prueba de la diferencia  honesta significativa de Tukey a un nivel de significancia 
de 0.05. Para cada tiempo de incubación (24 o 48 horas) se efectuó una prueba independiente 
y se analizaron los datos de manera separada.Adicionalmente, se realizó regresiones lineales y 
cuadráticas para determinar el efecto de niveles crecientes del aditivo. 
 
 
 
4.4 Resultados 
 
 
4.4.1 Composición química de los forrajes 
 
Durante la selección de los forrajes se tuvo la intención de buscar aquellos que tuvieran calidad 
nutricional contrastante, de manera que representaran la diversidad de los forrajes usados en 
las ganaderías del país. Por ello, se escogieron estos tres forrajes que representan los forrajes 
de baja, media y alta calidad nutricional. 
 
Tabla 4-1. Composición química de los tres forrajes usados en las pruebas in vitro. 
Substrato (Tratamiento) PC% FDN% FDA% LIG% CEN% MO% EE% DIVMS% 
Pennisetum clandestinum 22,2 59,0 24,9 1,9 11,8 88,2 3.14 79.05 
Megathyrsus maximus  11.1 69.7 37.7 3,7 14.4 85.6 1.46 47.12 
Brachiaria humidicola 6.0 75.4 38.6 4,7 7.3 92.7 1.30 38.03 
PC= proteína cruda, FDN= Fibra detergente neutro,  FDA= Fibra detergente ácida, LIG= Lignina, CEN= Cenizas, MO=Materia 
orgánica, EE= Extracto Etéreo y DIVMS=Degradabilidad in vitro de la materia seca.  
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Una vez seleccionados los forrajes más contrastantes y representativos del país, se pasó a 
evaluar su actividad fermentativa al ser suplementados con tres niveles de inclusión de taninos. 
 
 
4.4.2 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal  
 
Los resultados de las tres técnicas de gases realizadas con los forrajes Pennisetum 
clandestinum, Megathyrsus maximus  y Brachiaria humidicola suplementados con 1%, 3% y 5% 
de la materia seca en taninos, a 24 y 48 horas de incubación se presentan en las tablas 4-2, 4-
3 y 4-4. 
 
El volumen de gas producido al suplementar los forrajes Pennisetum clandestinum  y Brachiaria 
humidicola  (Tabla 4-2), a 24 horas de incubación, con el nivel bajo (1%) y medio (3%) de 
taninos no presentó diferencias significativas (P>0.05) con respecto al control (pasto solo), pero 
con el nivel alto (5%) disminuyó (P<0.05) en todos los forrajes evaluados. Pasadas 48 horas de 
incubación con el forraje Pennisetum clandestinum no se presentaron diferencias significativas 
(P>0.05) entre tratamientos, con el forraje Megathyrsus maximus  hubo una disminución 
(P<0.05) en la producción de gas al incluir 0.4 y 0.6% de monensina y con el forraje Brachiaria 
humidicola fue mayor (P<0.05) al incluir 0.2% de monensina. 
 
El pH en los forrajes evaluados no se afectó con la inclusión de niveles crecientes de taninos 
(Tabla 4-2), es decir que no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre 
tratamientos y en ningún tiempo de incubación evaluado. A excepción de la inclusión de 3% de 
taninos en el forraje Brachiaria humidicola a 24 horas de incubación, ya que el pH aumentó en 
2.41%. 
 
La concentración de amonio (Tabla 4-2) disminuyó linealmente (P<0.05), al incluir los niveles 
más altos de taninos en los forrajes evaluados, a excepción del forraje Pennisetum 
clandestinum  a 24 horas de incubación ya que no se presentaron diferencias significativas 
(P>0.05) entre tratamientos. 
 
La DMS en los forrajes evaluados con la inclusión de niveles crecientes de taninos (Tabla 4-2), 
a 24 horas de incubación disminuyó linealmente (P<0.05) al incluir los niveles más altos de 
taninos (3 y 5%), pero luego de 48 horas de incubación ya no se presentaron diferencias 
significativas (P>0.05) entre tratamientos, es decir que el efecto supresor de la DMS con los 
niveles altos de taninos (3 y 5%) no persiste a través del tiempo. 
 
La DFDN al incluir taninos en los forrajes evaluados (Tabla 4-2) a 24 horas de incubación, 
disminuyó inealmente (P<0.05) con la inclusión de 3 y 5% de taninos, pero pasadas 48 horas 
de incubación los tratamientos con 3% de taninos ya no afectaron la DFDN (P>0.05) y los 
tratamientos con 5% de taninos continuaron disminuyendo la DFDN (P<0.05), pero en menor 
proporción que a 24 horas. 
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Tabla 4-2. Producción de gas, pH, NH3-N,  DMS, DFDN, DFDA y DPC de los tres forrajes 
evaluados suplementados con tres niveles de taninos, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in 
vitro. 
Variable F 
Taninos (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 1.0 3.0 5.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 92.81a 91.79a 88.75ab 85.25b 
1.19 
0.0037 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 87.22a 71.07b 62.10c 57.97c 0.0004 NS  <.0001 
 Bh 74.55a 75.24a 72.14a 63.79b <.0001 <.0001   
pH (un) Pc 6.59 6.65 6.64 6.65 
0.03 
NS NS 
0.0174 
  
0.0362  Mm 6.49 6.5 6.51 6.52 NS NS  <.0001 
 Bh 6.64b 6.59b 6.80a 6.69ab NS NS   
NH3(mg/dl) Pc 13.02 12.56 14.05 13.69 
0.30 
NS NS 
0.0025 
  
<.0001  Mm 8.60ab 9.34a 6.92c 7.30bc 0.0033 NS  <.0001 
  Bh 11.59a 9.93b 9.27b 11.52a NS <.0001   
DMS (%) Pc 62.16a 63.82a 61.99a 57.37b 
0.57 
0.0043 0.0005 
<.0001 
  
0.0015  Mm 49.28a 48.49a 45.03b 41.81c <.0001 NS  <.0001 
 Bh 44.23a 41.46ab 40.72bc 38.20c <.0001 NS   
DFDN (%) Pc 59.17a 56.74a 49.07b 43.47c 
0.98 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 45.46a 43.68a 38.10b 26.73c <.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 35.78a 33.81a 32.13ab 28.41b <.0001 NS   
DFDA (%) Pc 57.90a 51.22ab 47.03b 42.96b 
2.03 
0.0046 NS 
<.0001 
  
0.0291  Mm 42.14a 38.14ab 28.29bc 20.19c <.0001 NS  <.0001 
 Bh 32.5 33.35 29.12 24.24 <.0001 <.0001   
48 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 154.39 156.83 153.96 152.99 
1.50 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 138.93a 137.81a 129.04b 117.41c NS 0.0004  <.0001 
 Bh 132.24b 143.90a 125.08b 128.03b NS NS   
pH (un) Pc 6.54 6.55 6.66 6.56 
0.04 
NS NS 
NS 
 
0.0108 NS  Mm 6.54 6.52 6.52 6.53 NS NS  
 Bh 6.47 6.51 6.51 6.49 NS NS  
NH3(mg/dl) Pc 11.36a 8.42b 7.87b 7.70b 
0.31 
<.0001 <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 20.04a 19.25a 18.51a 14.15b <.0001 0.0004  <.0001 
  Bh 14.33a 13.74a 10.14b 10.15b <.0001 NS   
DMS (%) Pc 76.66 75.23 74.7 74.74 
8.44 
NS NS 
NS 
  
NS  Mm 58.91 59.11 57.2 53.95 0.0002 NS  0.0150 
 Bh 56.7 58.68 54.7 52.39 NS NS   
DFDN (%) Pc 77.35a 75.91ab 73.71ab 71.43b 
1.04 
NS NS 
<.0001 
  
0.0266  Mm 60.15a 56.35ab 53.20b 46.34c <.0001 NS  <.0001 
 Bh 55.39a 53.79a 50.38ab 47.47b <.0001 NS   
DFDA (%) Pc 81.29a 77.35ab 74.43b 77.71ab 
0.84 
NS 0.0074 
<.0001 
  
<.0001  Mm 55.49a 55.01a 53.19ab 50.11b <.0001 NS  <.0001 
 Bh 54.31a 54.69a 50.04b 45.12c <.0001 0.0009   
Gas (ml)= Producción de gas en mililitros. pH (un)= Potencial de hidrogeniones en unidades. NH3 (mg/L)=Cantidad de amonio en 
miligramos por litro. DMS (%)= Degradabilidad de la materia seca en porcentaje. DFDN (%)= Degradabilidad de la Fibra en 
Detergente Neutro en porcentaje. DFDA (%)=Degradabilidad de la Fibra en Detergente Ácido en porcentaje. F= forraje.  N= nivel de 
inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con 
letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  
NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
 
La DFDA al incluir niveles crecientes de taninos en los forrajes evaluados (Tabla 4-2), a 24 
horas de incubación disminuyó linealmente (P<0.05) con la inclusión de 3 y 5% de taninos, 
pese a que en el forraje Brachiaria humidicola no se presentaron diferencias significativas 
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(P>0.05) entre tratamientos. A 48 horas de incubación la respuesta varió en función del forraje, 
es decir con el forraje Pennisetum clandestinum solo disminuyó (P<0.05) al incluir 3% de 
taninos, con el forraje Megathyrsus maximus  solo disminuyó (P<0.05) al incluir 5% de taninos y 
con el forraje Brachiaria humidicola disminuyó (P<0.05) al incluir 3 y 5% de taninos. 
 
Tabla 4-3. Emisiones de metano de los tres forrajes evaluados suplementados con tres niveles 
de taninos, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
Taninos (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 1.0 3.0  5.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 33.57a 26.49b 33.30a 30.30ab 
0.99 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 24.57b 32.40a 32.71a 26.10b NS <.0001  <.0001 
 Bh 17.94a 17.98a 16.10ab 12.21b 0.0001 0.0080   
CH4(ml/gd) Pc 107.79a 82.42b 107.12a 104.81ab 
4.53 
NS NS 
NS 
  
<.0001  Mm 96.08b 130.63a 128.59a 116.72ab NS 0.0004  <.0001 
 Bh 81.23 82.84 79.03 81.34 NS NS   
CH4 (ml/gi) Pc 66.93a 52.73b 66.32a 60.31ab 
1.99 
NS NS 
0.0002 
  
<.0001  Mm 48.30b 63.77a 64.35a 51.34b NS <.0001  <.0001 
  Bh 35.4 35.48 31.80 26.24 0.0003 NS   
48 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 61.03b 72.74b 90.51a 66.09b 
2.92 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 56.75b 83.25a 63.69b 57.85b NS 0.0019  <.0001 
 Bh 48.84ab 56.93a 47.88ab 41.00b NS 0.0017   
CH4(ml/gd) Pc 160.90b 191.89b 245.20a 175.80b 
9.19 
NS 0.0047 
<.0001 
 
<.0001 0.0005  Mm 203.87b 252.34a 221.74ab 197.77b NS 0.0011  
 Bh 171.35 198.79 173.96 155.18 NS 0.0063  
CH4 (ml/gi) Pc 121.59b 144.09b 179.79a 131.21b 
5.85 
NS 0.0048 
<.0001 
  
<.0001  Mm 111.75b 163.70a 125.05b 114.05b NS 0.0021  <.0001 
  Bh 96.86ab 112.71a 94.61ab 80.92b NS 0.0017   
CH4 =Metano, CH4 (ml)=Concentración de metano en mililitros, CH4 (ml/gd)=Concentración de metano en mililitros por gramo de 
materia seca degradada, CH4 (ml/gi)=Concentración de metano en mililitros por gramo de materia seca incubada. F= forraje.  N= 
nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores 
medios con letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la 
media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
 
La producción de metano de los forrajes suplementados con taninos (Tabla 4-3), en algunos 
casos disminuyó cuadraticamente (P<0.05), en otros no se alteró (P>0.05) y en otros aumentó 
(P<0.05), dependiendo del tipo de forraje y del tiempo de incubación. Es decir, con el forraje 
Pennisetum clandestinum a 24 horas de incubación al incluir 1% de taninos, las emisiones de 
metano disminuyeron en 21.09%, pero pasadas 48 horas de incubación, desaparece este 
efecto e incluso con el tratamiento de 3% de taninos aumentó (P<0.05). 
 
Con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación, la producción de metano 
aumentó (P<0.05) al incluir 1 y 3% de taninos, pero luego de 48 horas la inclusión de 3% de 
taninos no afectó (P>0.05) la concentración de metano y la inclusión de 1% continuó 
aumentando (P<0.05) la concentración de metano (Tabla 4-3). 
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Tabla 4-4. Ácidos grasos volátiles (AGV) de los tres forrajes evaluados suplementados con tres 
niveles de taninos, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
Taninos (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 1.0 3.0 5.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 42.17 46.9 44.95 40.69 
1.51 
NS NS 
<.0001 
  
NS  Mm 25.15 30.11 26.14 23.29 NS 0.0092  <.0001 
 Bh 38.74ab 40.47a 35.37ab 31.60b 0.0017 NS   
Acético (%) Pc 61.02 64.35 64.13 61.43 
1.08 
NS 0.0002 
0.0005 
  
NS  Mm 60.74b 62.59ab 66.71a 61.38ab NS NS  NS 
 Bh 61.12 63.14 62.41 60.33 NS 0.0008   
Propiónico(%) Pc 29.73ab 28.20b 28.72b 31.38a 
0.47 
NS 0.0004 
<.0001 
  
NS  Mm 32.67a 30.22b 32.10ab 32.66a NS NS  <.0001 
  Bh 29.25b 27.88b 29.77ab 32.08a 0.0029 0.0009   
RelaciónA:P Pc 2.05ab 2.28a 2.23a 1.96b 
0.05 
NS    <.0001 
<.0001 
  
NS  Mm 1.87 2.07 2.08 1.89 NS    NS      0.0002 
 Bh 2.09ab 2.27a 2.10ab 1.88b NS    0.0006      
Butírico (%) Pc 7.74 6.39 6.26 6.46 
6.29 
NS NS 
NS 
  
NS  Mm 6.02 6.57 11.31 5.99 NS NS  NS 
 Bh 8.09 8.29 7.92 7.62 NS NS   
Valérico (%) Pc 1.2 0.78 0.63 0.52 
4.31 
0.0004 NS 
NS 
 
NS NS  Mm 0.39 0.42 1.75 0.14 NS NS  
 Bh 2.17a 2.21a 1.81ab 1.43b NS NS  
Isovalérico(%) Pc 0.31a 0.28ab 0.23ab 0.21b 
0.02 
<.0001 NS 
<.0001 
  
0.0277  Mm 0.17ab 0.20a 0.12ab 0.11b NS NS  <.0001 
 Bh 0.30a 0.20b 0.16b 0.13b <.0001 NS   
48 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 65.30a 61.77ab 60.38ab 57.69b 
1.05 
0.0009 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 48.45a 47.55a 46.29a 39.76b <.0001 0.0003  <.0001 
 Bh 55.12ab 57.18a 51.86b 50.54b 0.0056 NS   
Acético (%) Pc 62.13ab 61.57ab 62.74a 59.40b 
0.56 
NS NS 
<.0001 
 
NS NS  Mm 61.76ab 62.70a 62.01a 59.21b 0.0090 0.0003  
 Bh 62.73a 62.17ab 61.61ab 59.43b <.0001 NS  
Propiónico(%) Pc 27.76b 28.54b 28.59b 32.70a 
0.53 
0.0019 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 28.86b 28.31b 29.03b 32.79a 0.0012 0.0001  0.0060 
  Bh 26.97b 27.08a 28.70a 31.20a <.0001 0.0016   
RelaciónA:P Pc 2.24a 2.16a 2.21a 1.82b 
0.06 
0.0098 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 2.14a 2.22a 2.14a 1.81b 0.0028 0.0002  NS 
 Bh 2.33a 2.29a 2.15ab 1.91b <.0001 0.0047   
Butírico (%) Pc 7.43a 7.19a 6.44ab 6.07b 
0.22 
0.0039 NS 
0.0007 
 
<.0001 NS  Mm 6.97 6.83 6.96 6.54 NS NS  
 Bh 8.09 8.29 7.92 7.62 NS NS  
Valérico (%) Pc 2.17a 2.21a 1.81ab 1.43b 
0.10 
<.0001 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 1.91a 1.70a 1.56ab 1.09b <.0001 0.0025  <.0001 
 Bh 1.72ab 1.96a 1.35b 1.35b NS NS   
Isovalérico(%) Pc 0.51 0.49 0.42 0.38 
0.03 
0.0019 NS 
<.0001 
  
NS  Mm 0.5 0.46 0.44 0.37 <.0001 NS  NS 
 Bh 0.49 0.49 0.41 0.39 NS NS   
TotalAGV=Ácidos grasos volátiles totales en milimoles por litro. F= forraje.  N= nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum 
clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con letras distintas entre columnas, difieren 
estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto 
lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
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Con el forraje Brachiaria humidicola al incluir 5% de taninos, las emisiones de metano 
disminuyeron (P<0.05) en 31.94%, pero pasadas 48 horas de incubación dicho efecto se perdió 
y ya no hubo diferencias estadísticas (P>0.05) entre tratamientos (Tabla 4-3). 
 
La concentración de AGV en los forrajes al incluir taninos (Tabla 4-4), en la mayoría de los 
casos no se afectó (P>0.05), pero en algunos casos, especialmente con el nivel de inclusión 
más alto (5%), disminuyeron (P<0.05). En el caso del forraje Pennisetum clandestinum a 24 
horas de incubación, no se presentó diferencias significativas (P>0.05) en la concentración 
molar de los AGV totales y la proporción de acetico y butírico, pero la la relación A/P disminuyó 
cuadraticamente (P<0.05) con la inclusión de 5% de taninos y la proporción de propiónico 
aumentó al incluir 1 y 3% de taninos. A 48 horas de incubación la proporción de acético, 
butírico, la concentración de AGV total y la relación A/P disminuyeron (P<0.05) con la inclusión 
de 5% de taninos y la proporción de propiónico aumentó linealmente (P<0.05). 
 
Con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación, no se presentaron diferencias 
significativas (P>0.05) en la concentración molar de AGV totales, la proporción de acético 
disminuyó (P<0.05) al incluir 3% de taninos y la proporción de propiónico al incluir 1%. Pasadas 
48 horas de incubación la concentración de los AGV totales, la proporción de acético y la 
relación A/P disminuyeron (P<0.05) al incluir 5% de taninos y la propoción de propiónico 
aumentó lineal y cuadraticamente (P<0.05). 
 
Finalmente, con el forraje Brachiaria humidicola a 24 horas de incubación, al incluir 5% de 
taninos la proporción de propiónico aumentó (P<0.05) y la relación acético/propiónico y la 
concentración de AGV totales disminuyeron linealmente (P<0.05). A 48 horas de incubación la 
concentración de AGV totales, la proporción de acético y la relación A/P disminuyeron (P<0.05) 
al incluir 5% de taninos y la proporción de propiónico aumentó lineal y cuadraticamente 
(P<0.05) al incluir taninos a la dieta. 
 
 
 
4.5 Discusión 
 
Los denominados taninos provenientes de hojas de árboles tropicales, en realidad son 
compuestos fenólicos que forman enlaces con las proteínas y su función en la mitigación de 
metano aún no ha sido ampliamente explorada. Hay quienes afirman que los taninos afectan la 
metanogénesis de manera indirecta,  ya que tiene efectos negativos sobre los protozoos y 
sobre algunas bacterias metanogénicas (Patra y Saxena, 2010).  
 
En el presente trabajo es evidente, en la mayoría de los parámetros de la fermentación ruminal 
evaluados, que el efecto de los taninos fue mayor a 24 horas de incubación que a 48 horas, lo 
que según Ammar et al. (2009) se explica por la aparición y proliferación de especies 
bacterianas tanino-tolerantes y/o la estimulación de cambios en las bacterias existentes, para 
mejorar su tolerancia a dichos compuestos fenólicos. También es posible que muchos de las 
efecto de los taninos a 24 horas de incubación, no se observaran a 48 horas, debido a que la 
técnica utilizada es completamente cerrada, por lo que la falta de inclusión de taninos con cierta 
frecuencia pudo hacer desaparecer dichos efectos. 
 
La producción de gas no se afectó (P>0.05) con la inclusión de 1 y 3% de taninos, pero al 
adicionar 5% disminuyó (P<0.05). Al igual que en el presente estudio, Huang, et al. (2010) al 
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suplementar una dieta a base de pasto guinea (Megathyrsus maximus ) con 0, 10, 15, 20 y 25 
mg/500mg de MS de taninos (lo que equivale a 0, 2, 3, 4 y 5% de la MS en taninos) de 
leucaena (Leucaena-hybrid) en una técnica in vitro a 24 horas de incubación, encontraron que 
la producción de gas disminuyó a medida que se aumentaba el nivel de inclusión, con una 
reducción de 19.68% al adicionar  el nivel de 2% (10mg/500mg MS) hasta 33.63% al adicionar 
el nivel de 5% (25mg/500mg MS). Del mismo modo, Patra y Saxena (2011) reportaron que al 
evaluar diferentes tipos de taninos en un bioensayo, se generó una disminución en la 
producción de gas total.  
 
En otro estudio, Oliveira et al. (2007) encontraron una disminución en la producción de gas, al 
adicionar diferentes niveles de taninos en ensilaje de sorgo  y concentrado. Bhatta et al. (2009) 
también encontraron que al aumentar el nivel de inclusión de taninos hidrolizables y taninos 
condensados, la producción de gas disminuía (P<0.001). Es posible que los taninos hayan 
tenido un efecto supresor en los microorganismos fermentadores durante las primeras horas de 
incubación y por ello la disminución en la producción de gas.  
 
Por otra parte, Bodas et al. (2008) en una técnica in vitro, evaluarón la incorporación de 
diferentes plantas reconocidas por tener taninos en su follaje y encontrarón que a 24 horas de 
incubación, la producción de gas con las plantas taníferas no presentó diferencias significativas 
(P>0.05) comparadas con el control, debido posiblemente, a que los taninos no estaban 
concentrados ya que la fuente era el follaje. El efecto supresor de la producción de gas 
producto de la fermentación ruminal con niveles altos de taninos probablemente es el resultado 
de una reducción tanto en la unión de microorganismos a las partículas de alimento como en la 
actividad de las enzimas microbianas (Waghorn, 1996). 
 
El potencial de hidrógenos (pH) se mantuvo estable al evaluar la suplementación de niveles 
crecientes de taninos en los forrajes seleccionados, es decir, no se presentaron diferencias 
significativas (P>0.05) al comparar la inclusión de taninos con el control (forraje solo), pese a 
que se observó una disminución en la concentración de AGV totales, acético y relación 
acético/propiónico segido de un aumento en la proporción de propiónico al incluir 5% de 
taninos, ya que según Krause y Oetzel (2006) el pH del liquido ruminal está determinado en 
gran medida por la concentración de AGV. Es probable que dicho efecto de la concentración de 
AGV no se haya visto reflejado en el pH, debido a la acción tampón de la solución buffer 
utilizada en este tipo técnicas in vitro. 
 
Este efecto ha sido reportado también in vitro por Bodas et al. (2008) quienes evaluaron la 
incorporación de diferentes plantas reconocidas por tener taninos en su follaje y encontraron 
que a 24 horas de incubación, no  se presentaron diferencias significativas (P>0.05), 
comparadas con el control. En otro estudio, Huang et al. (2010) al suplementar una dieta a 
base de pasto Guinea (Megathyrsus maximus ) con taninos de leucaena (Leucaena-hybrid), 
encontraron que el pH no presentó diferencias estadísticas (P>0.05) en los tratamientos.  
Sin embargo, Bhatta et al. (2009) en una prueba in vitro usando seis fuentes naturales de 
taninos condensados y/o hidrolizables, encontraron que los taninos aumentaron (P<0.001) el 
pH con respecto al control (sin taninos). Es posible que las diferencias obtenidas en estos 
estudios se deban a la fuente de taninos utilizada, ya que la calidad nutricional y el tipo de 
taninos difiere entre especies. 
 
Los taninos se reconocen como aglutinantes de proteínas por lo que la concentración de 
amonio (NH3-N) al suplementar los forrajes evaluados con niveles crecientes de taninos 
disminuyó (P<0.05). Al igual que en el presente estudio Bhatta et al. (2009) reportaron una 
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disminución (P<0.001) en la concentración de NH3-N, al adicionar diferentes tipos de taninos 
(condesados e hidrolizables) y dicha disminución se justifica por la inhibición de las 
dasaminasas microbianas que generan los taninos. Igualmente, Cieslak et al. (2012) evaluaron 
la suplementación de 140 g de extracto de Arándano rojo como fuente de taninos, durante 0, 3 
y 6 horas de incubación y encontraron que la concentración de amoníaco se redujo (P<0.05).  
 
Algunos autores (Waghorn et al., 1994; Waghorn, 1996 y  Min et al., 2005), han indicado que 
los principales efectos de los taninos en la fermentación ruminal incluyen una reducción en la 
proteólisis de la proteína dietaría y por lo general una posterior disminución en la concentración 
de amoníaco-N del fluido ruminal. Por otra parte, Hervas et al. (2000) afirmaron que dicha 
disminución en la concentración de amoníaco, que por lo general se acompaña por una 
reducción en la producción de isoácidos, es una consecuencia de una disminución en la 
degradación de las proteínas del alimento. 
 
En otro estudio, Jouany (1996) afirmó que este efecto sobre las concentraciones de amoníaco 
del rumen, están probablemente relacionados con una reducción en el número de protozoos, 
que desempeñan un papel importante en la degradación ruminal de la proteína de origen 
dietario y Newbold et al. (2004) afirmaron que la supresión en la concentración de amonio, 
posiblemente se deba a la inhibición específica de microorganismos tales como las "bacterias 
hiper-productoras de amoniaco" y su actividad desaminasa. 
 
La degradabilidad de la materia seca (DMS) a 24 horas de incubación, disminuyó linealmente 
con la inclusión de los niveles más altos de taninos en los forrajes evaluados, pero a 48 horas 
de incubación ya no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos. Al 
igual que en el presente estudio, Bhatta et al. (2009) afirmaron que la DMS no se vio afectada 
(P<0.001) en una técnica in vitro, cuando utilizaron niveles bajos de taninos (5 y 10% de la 
MS), pero a medida que empezaron a incrementar los niveles de inclusión (15, 20 y 25%), la 
DMS  comenzó a disminuir (P<0.001).   
 
En otro estudio, Ammar et al. (2009) estudiaron el efecto a mediano plazo de la ingesta de 
taninos condensados de quebracho sobre la actividad fermentativa en un sistema in vitro, 
suplementando con 50 g de quebracho/kg de materia seca (MS) consumida durante 60 días y 
encontraron que la DMS disminuyó (P<0.05) con la inclusión de taninos en la dieta. Así mismo, 
Huang et al. (2010) al suplementar una dieta a base de pasto Guinea (Megathyrsus maximus ) 
con niveles crecientes de taninos de leucaena (Leucaena-hybrid) en una técnica in vitro, 
encontraron que la DMS disminuyó a medida que se aumentaba el nivel de inclusión.  
 
Este efecto supresor en la DMS a 24 horas de incubación, parece ser debido principalmente a 
la menor tasa de degradación y a la reducción de la cantidad de sustrato disponible para los 
microorganismos, ya que los taninos interfieren con la unión microbiana y la formación de 
complejos entre taninos y otras moléculas, lo que hace a estos complejos inaccesibles para los 
microorganismos ruminales (Mueller-Harvey y McAllan, 1992). También es posible que a 48 
horas de incubación no se hayan presentado efectos sobre la DMS en el presente estudio, 
debido a una adaptación microbiana a los taninos, ya que según Landau et al. (2000), la 
adaptación a los taninos aumenta sustancialmente la eficiencia del ganado para degradar 
alimentos ricos en taninos. 
 
La degradabilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) al incluir 1 y 3% de taninos no se 
afectó (P>0.05) en ninguno de los forrajes evaluados, con excepción del forraje de 
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Megathyrsus maximus  cuya DFDN disminuyó (P<0.05) al incluir 3 y 5% de taninos. Con los 
forrajes Pennisetum clandestinum y Brachiaria humidicola la DFDN solo disminuyó (P<0.05) 
con la inclusión del nivel máximo de taninos (5%). El efecto de los taninos en la DFDN ha sido 
considerado por varios investigadores como un efecto antinutricional, al igual que el efecto en 
la degradación de las proteínas.  
 
Distintos autores (Barry y McNabb, 1999 y McSweeney et al., 2001), han demostrado que el 
grado de degradación de la fibra en el rumen se disminuye, a medida que aumenta la inclusión 
de taninos en una dieta para rumiantes. Según McSweeney et al. (2001), los taninos pueden 
reducir la digestión de la fibra por la formación de complejos con la lignocelulosa microbiana, 
inhibiendo directamente a los microorganismos celulolíticos o ambos. Las bacterias celulolíticas 
parecen ser altamente tanino-sensibles y por lo tanto, la utilización de taninos tiene un efecto 
perjudicial en la degradación de la fibra in vitro e in situ (Salawu et al., 1997 y Hervas et al., 
2003).  
 
Por otra parte, los taninos pueden inhibir el crecimiento de bacterias celulolíticas y proteolíticas 
(McSweeney et al., 2001), debido a un efecto relacionado con el peso molecular del tanino 
(Okuda et al., 1985). Por ejemplo, con taninos de bajo peso molecular tienen efectos 
inhibitorios en más cantidad de microorganismos del rumen (McAllister et al., 2005 y Patra y 
Saxena, 2011). Dicha actividad antibacteriana de los taninos está mediada por la formación de 
complejos con la membrana de la pared celular de las bacterias para provocar cambios 
morfológicos y en la secreción extracelular de enzimas (Smith et al., 2005).  
 
Sin embargo, la utilización de taninos en la dieta de bovinos en  niveles de inclusión bajos no 
genera alteración en la DFDN, como ocurrió en el presente estudio. En otro estudio, 
Beauchemin et al. (2007) al utilizar extracto de taninos de quebracho (0, 10, y 20 g/kg de MS) 
en ganado de carne, encontraron que la DFDN no fue significativamente diferente (P<0.05) al 
comparar el control con la adición de los niveles crecientes de taninos. 
 
Según Hervas et al. (2003) la disminución en la degradación ruminal de la fibra debido a la 
presencia de taninos depende en parte, de la composición de la pared celular  del sustrato que 
se incubó. Así, por ejemplo, se ha demostrado que las hemicelulasas son más sensibles a los 
efectos inhibitorios de los taninos, en comparación con las celulasas (Hervas et al., 2003).  
 
La degradabilidad de la fibra en detergente ácido (DFDA) fue diferente en función del tipo de 
forraje incubado. Es decir, con el forraje Pennisetum clandestinum la inclusión de 1 y 5% de 
taninos no la afectó (P>0.05), pero al incluir 3% de taninos disminuyó (P<0.05). Con el forraje 
Megathyrsus maximus  la DFDA no se afectó (P>0.05) al incluir 1 y 3% de taninos pero con la 
inclusión de 5% disminuyó (P<0.05) y con el forraje Brachiaria humidicola no se afectó (P>0.05) 
al incluir 1% de taninos, pero al incluir 3 y 5% disminuyó (P<0.05). 
 
Al igual que en el presente estudio, Hervás et al. (2003) al evaluar 0, 28, 83 y 163 g/Kg de MS 
de taninos de quebracho en ovejas, encontraron que la DFDA disminuyó para los tratamientos 
con mayor nivel de inclusión. Sin embargo, Ammar et al., (2009) afirman que con periodos largo 
de evaluación, el efecto supresor de los taninos sobre la degradación de la FDA desaparece, 
debido a la aparición y proliferación de especies bacterianas tanino-tolerantes y/o a la 
estimulación de cambios en las bacterias existentes. 
 
Los taninos pueden reducir la degradabilidad de la proteína ruminal y la digestión de la pared 
celular vegetal porque se unen proteínas y polisacáridos estructurales tales como la celulosa, 
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hemicelulosa y pectina retrasando así su tasa de digestión y también puede interferir con la 
digestión al afectar la unión de las enzimas microbianas (McSweeney et al., 2001). Es más, el 
mayor efecto de los taninos en la degradabilidad de la FDN y la  FDA podría estar relacionado 
con la mayor susceptibilidad de las enzimas hemicelulolíticas a los taninos (Waghorn, 1996). 
 
Debido a que la literatura reporta efectos bacteriostáticos y bactericidas de los taninos sobre los 
microorganismos metanógenos (Patra y Saxena, 2010), un efecto antiprotozoario en la 
población de microorganismos del rumen (Patra et al., 2006) y un efecto indirecto a travez de la 
disminución en la degradación de la fibra (Tavendale, et al. 2005), se esperaba una 
disminución en la producción de metano al incluir taninos a la dieta. Sin embargo, este efecto 
supresor no fue consistente debido a que solo disminuyó a 24 horas de incubación con el pasto 
Pennisetum clandestinum al incluir 1% de taninos y  con la inclusión de 5% de taninos en el 
forraje Brachiaria humidicola, con el forraje Megathyrsus maximus  aumentó la producción de 
metano.  
 
Al igual que en nuestro estudio con el pasto Megathyrsus maximus , recientes publicaciones 
(Jayanegara et al., 2009; Patra y Saxena, 2011 y Bhatta et al., 2012) confirman que no todos 
los taninos pueden ser eficaces en la mitigación de metano ruminal. Sin embargo, Carulla, et al. 
(2005) al evaluar el efecto de la inclusión de 41 gr/Kg de MS de taninos de Acacia mearnsii (el 
mismo producto comercial utilizado en este experiento), en ovejas alimentadas con Raygrass 
y/o Trebol rojo y/o alfalfa, encontraron una disminución del 13% en la producción de metano, la 
cual atribuyen en gran medida a la reducción en la degradación de la FDN.  
 
Por lo anterior, no es claro porque no se presentó una evidente disminución en la producción 
de metano con la inclusión de 5% de taninos, teniendo en cuenta que sí se presentó una 
evidente disminución de la degradación de la FDN al incorporar dicho nivel en los forrajes 
evaluados. En este sentido Tassilo Tiemann, et al. (2008) afirman que gran parte de la 
disminución en la metanogenesis, al incluir a la dieta taninos condensados de las leguminosas 
tropicales, se debe a una disminución en la degradación de la FDN y a una baja diponibilidad 
de N. 
 
Muchas publicaciones han revelado un efecto positivo de los taninos en la mitigación del 
metano por la vía de la metanogénesis, como ocurrió en nuestro estudio con los forrajes 
Pennisetum clandestinum al incluir 1% de taninos y Brachiaria humidicola al incluir 5% de 
taninos a 24 horas de incubación. Uno de los estudios es el de Bodas et al. (2008), quienes en 
una técnica in vitro evaluarón la incorporación de diferentes plantas reconocidas por tener 
taninos en su follaje y encontró que a 24 horas de incubación las emisiones de metano 
disminuyeron desde 4.66% hasta 13.98% dependiendo del tipo de planta tanífera evaluada.  
 
Tavendale et al. (2005) proponen dos mecanismos por lo que los taninos condensados pueden 
reducir las emisiones de metano de rumiantes: 1) indirectamente a través de una reducción en 
la digestión de la fibra, lo que disminuye la producción de H2, y 2) directamente a través de una 
inhibición del crecimiento de los microorganismos metanógenos. Sin embargo, en la mayoría 
de los estudios, la reducción de las emisiones de metano debido a la alimentación de dietas 
que contienen taninos condensados, se confunden con los cambios en la calidad de la dieta, 
como menor contenido de FDN.  
 
Por ejemplo, en un estudio realizado por Woodward et al. (2002), las emisiones de metano de 
vacas que pastaban Lolium  sp perenne fueron menores que las emisiones de vacas que 
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pastaban soya, pero el contenido de FDN de la soya era considerablemente menor que la del 
Lolium (14,7 frente a 48,3% de MS). Dado que las dietas bajas en fibra se asocian con 
emisiones de metano inferiores (Johnson y Johnson, 1995), la reducción de metano en ese 
estudio puede haber sido debido a un cambio en la composición de nutrientes y al sinergismo 
entre dichos nutrientes y las partículas de taninos. 
 
Por otra parte, en la concentración de ácidos grasos volátiles (AGV) en términos generales al 
incluir el nivel bajo y medio de taninos, no se presentaron diferencias estadísticas con respecto 
al control, pero con el nivel más alto de taninos; la concentración de AGV totales, la proporción 
de acético y butírico y la relación acético/propiónico disminuyeron y la proporción de propiónico 
aumento. Es decir que se presentó un aumento del propiónico a expensas del acético. Pese a 
lo anterior, no se presentó un efecto consistente y coherente en la producción de metano. 
 
Diferentes publicaciones (Briceño et al., 2012; Beauchemin et al., 2007 y Hervás et al., 2003), 
al igual que en el presente estudio con el nivel bajo y medio de taninos, no han encontrado 
efecto en los AGV al incluir niveles crecientes de taninos. En un estudio realizado por Patra y 
Saxena (2011) la producción de AGV y la relación A/P, no se vieron afectados con la inclusión 
de taninos, según ellos posiblemente debido a la falta de efecto de los taninos suplementados 
en las bacterias ruminales. 
 
Sin embargo, Wang et al. (2009) afirmaron que la falta de efecto de los taninos en estos 
estudios puede ser debido a los efectos inhibitorios en algunas especies bacterianas, pero 
efectos estimulantes en las demás especies. Ya que estos investigadores, demostraron que la 
adición de taninos a un cultivo de bacterias ruminales inhibió el crecimiento de Fibrobacter 
succinogenes pero estimuló el crecimiento de Streptococcus bovis y Prevotella bryantii. 
 
Algunas plantas entre ellas muchas leguminosas tropicales, tienen contenidos de taninos, con 
potencial de mitigar las emisiones de metano, sin embargo en general hay una serie de 
factores que determinan la eficacia de los compuestos secundarios de plantas para reducir la 
producción de CH4 en el rumen. El tipo de compuesto o su concentración en la planta, puede 
tener una influencia en la magnitud de los efectos. En el caso de extractos de plantas en las 
que en su proceso de extracción se utiliza disolvente y su dilución, junto con las condiciones de 
extracción, tales como el tiempo, la temperatura, la atmósfera pueden afectar la concentración 
y la actividad de los taninos. La mayoría de los fitoquímicos tienen actividad antimicrobiana, 
pero existen diferencias entre los compuestos; en su mínima concentración inhibitoria y 
también entre las especies microbianas ruminales sensibles a la acción del fitoquímico (Bodas 
et al., 2012). 
 
Finalmente, es importante tener en cuenta que para la mayoría de los taninos, la dosis óptima 
se encuentra cerca del efecto más adverso, y por lo tanto el rango para una respuesta eficaz y 
segura es estrecho (Bodas et al., 2012). Un factor de interés al evaluar la utilización de taninos 
en los parámetros de la fermentación ruminal, es el tipo de dieta (por ejemplo, la relación 
forraje: concentrado de ingredientes utilizados en la ración, forrajes tropicales frente forrajes de 
zonas templadas), debido a múltiples interacciones entre la dieta, tipo y dosis de taninos que 
determinarán el efecto final sobre dichos parámetros (Bodas et al., 2012). 
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4.6 Conclusiones 
 
En términos generales, no hubo un efecto consistente de los taninos en la producción de 
metano in vitro, con los forrajes evaluados. 
 
Sin embargo, en nuestras condiciones la inclusión de 1% de taninos de Acacia mearnsii en 
forrajes de calidad nutricional alta como el Pennisetum clandestinum, disminuye las emisiones 
de metano en 21.09% durante la primeras 24 horas de incubación, sin afectar la degradación 
de la materia seca y la fracción fibrosa (FDN y FDA). 
 
La utilización de taninos  de Acacia mearnsii para disminuir las emisiones de metano, en una 
dieta a base de forrajes de calidad nutricional media como el Megathyrsus maximus  no es 
efectivo, ya que no disminuye dichas emisiones y por el contrario las aumenta. 
 
La inclusión de 5% de taninos disminuye en 31.94% las emisiones de metano, en una dieta a 
base de forrajes de calidad nutricional baja como el Brachiaria humidicola durante 24 horas de 
incubación, pero puede disminuir algunos parámetros de la fermentación ruminal como la DMS. 
 
La inclusión de niveles altos de taninos (5%), bajo nuestras condisiones experimentales, 
disminuye la degradación de fracciones como la MS, FDN y FDA. 
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5.1 Resumen 
 
Se evaluó la incorporación de tres niveles de aceite de palmíste en una dieta a base de forrajes 
tropicales, sobre las emisiones de metano y los parámetros de la fermentación ruminal. Los 
forrajes evaluados fueron Pennisetum clandestinum, Megathyrsus maximus   y Brachiaria 
humidicola, con la inclusión de 2%, 4% y 6% de la MS en aceite de palmíste, en tres técnica de 
gases, durante 24 y 48 horas de incubación. La concentración de metano con los forrajes 
Pennisetum clandestinum y Megathyrsus maximus  no se afectó (P>0.05) y en algunos casos 
aumentó (P<0.05), pero con el forraje Brachiaria humidicola disminuyó cuadraticamente entre 
25.8-30.3% al incluir aceite de palmíste en la dieta. Sin embargo, la inclusión de niveles 
crecientes de aceite de palmíste disminuyó linealmente la DMS, DFDN, DFDA, DPC y la 
concentración de AGV, pese a que en algunos casos aumentó la concentración de amonio. 
Estos resultados indican que aunque el aceite de palmíste podría disminuir las emisiones de 
metano en forrajes de baja calidad nutricional como el Brachiaria humidicola, pero 
simultáneamente tendría efectos adversos en otros parámetros de la fermentación ruminal, 
como la DMS, DFDN, DFDA y la concentración de AGV. 
 
Palabras clave: aceite, forrajes, mitigación, degradabilidad, AGV e in vitro. 
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5.2 Introducción 
 
Los rumiantes pierden entre el 2-12% de la energía bruta del alimento consumido como CH4, 
dependiendo de la calidad y cantidad de la dieta consumida (Johnson y Johnson, 1995). El 
metano producto de la fermentación entérica de los rumiantes, no sólo afecta la eficiencia en la 
utilización de la energía, sino que también contribuye a la contaminación del medio ambiente. 
Se ha estimado que los rumiantes son responsables de aproximadamente el 15-20% del total 
de las emisiones antropogénicas de CH4 (Moss et al., 2000), un potente gas de efecto 
invernadero, cuyo potencial de calentamiento es 21 veces mayor que el del CO2 (IPCC, 2007). 
 
La adición de lípidos o grasas a la dieta de bovinos, es un método que se viene empleando 
para reducir las emisiones de metano, ya que afecta los mecanismos de biohidrogenación de 
los ácidos grasos insaturados, aumenta la producción de ácido propiónico e inhibe los 
protozoos (lo que afecta directamente a las bacterias metanogénicas). Del mismo modo, la 
adición de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga disminuye la metanogénesis, por lo 
que se convierte en una alternativa metabólica para el hidrógeno libre (Carmona et al.. 2005). 
 
Sin embargo, el uso de lípidos en la dieta de rumiantes alimentados a base de forrajes 
tropicales, con miras a reducir las emisiones de metano y aumentar la eficiencia energética, no 
ha sido ampliamente estudiado y la información existente se centra en la evaluación de lípidos 
que compiten con la alimentación humana, por lo que son inaccesibles para el productor. Es 
por ello, que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inclusión de aceite de 
palmíste, en tres forrajes tropicales (Pennisetum clandestinum, Megathyrsus maximus   y 
Brachiaria humidícola), sobre las emisiones de metano y los parámetros de la fermentación 
ruminal. 
 
 
 
5.3 Materiales y métodos 
 
La descripción detallada de los materiales y métodos se presentó en el capítulo 2, en este 
capítulo se presenta un resumen, debido a que la metodología utilizada es la misma. 
 
 
5.3.1 Localización 
 
El trabajo experimental se realizó en el laboratorio de Biotecnología Ruminal (BIORUM), 
perteneciente al Departamento de Producción Animal, ubicado en la Universidad Nacional de 
Colombia, Sede Medellín. El laboratorio está situado en el noroccidente del país, sobre 
la cordillera central de los Andes en las coordenadas 6°13′55″N 75°34′05″O. La latitud y altitud 
de la ciudad dan como resultado un clima tropical subhúmedo, con una temperatura que oscila 
entre 16 y 28 °C y una precipitación media anual de 1.656 mm. 
 
 
5.3.2 Dietas y tratamientos asignados 
 
Se utilizaron tres forrajes de calidad nutricional contrastantes conocidos comúnmente como 
pasto Kikuyo (Pennisetum clandestinum), pasto Guinea (Megathyrsus maximus ) y pasto 
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humidicola (Brachiaria humidicola). Cada forraje se evaluó independientemente como el 
tratamiento control.  
El aceite de palmíste, este se obtuvo de la empresa Nutraceutika y es un aceite de origen 
vegetal que se obtiene de la extracción realizada a las almendras del fruto de la palma de 
aceite (Elaeis guineensis). Este aceite posee un punto de fusión entre 23-30 ºC y tiene un perfil 
de ácidos grasos silimar al aceite de coco (Alta concentración de ácido laurico y miristico) 
conicdo por sus efectos antimetanogénicos. Su perfil de ácidos grasos se describe a 
continuación: 
 
Nombre (Ácido) Tipo Nivel 
Caproico C6:0 <0,8 
Caprilico C8:0 3.2 
Caprico C10:0 3.5 
Laurico C12:0 48 
Mirístico C14:0 15 
Palmítico C16:0 8.5 
Palmitoleico C16:1 - 
Esteárico C18:0 1.9 
Oleico C18:1 17.5 
Linileico C18:2 1.5 
Linolénico C18:3 - 
 C≥20 - 
 
 
Los tratamientos asignados a cada uno de los forrajes (de alta, media y baja calidad 
nutricional), fueron los siguientes: 
 
Tratamiento 1: Pennisetum clandestinum solo. 
Tratamiento 2: Pennisetum clandestinum + 2% de la MS en aceite de palmíste. 
Tratamiento 3: Pennisetum clandestinum + 4% de la MS en aceite de palmíste. 
Tratamiento 4: Pennisetum clandestinum + 6% de la MS en aceite de palmíste. 
Tratamiento 5: Megathyrsus maximus  solo. 
Tratamiento 6: Megathyrsus maximus  + 2% de la MS en aceite de palmíste. 
Tratamiento 7: Megathyrsus maximus  + 4% de la MS en aceite de palmíste. 
Tratamiento 8: Megathyrsus maximus  + 6% de la MS en aceite de palmíste. 
Tratamiento 9: Brachiaria humidicola solo. 
Tratamiento 10: Brachiaria humidicola + 2% de la MS en aceite de palmíste. 
Tratamiento 11: Brachiaria humidicola + 4% de la MS en aceite de palmíste. 
Tratamiento 12: Brachiaria humidicola + 6% de la MS en aceite de palmíste. 
 
De forma más gráfica y registrando la cantidad incorporada en la técnica de gases de aceite de 
palmíste, de acuerdo a su concentración en el producto comercial, los tratamientos utilizados 
fueron los siguientes: 
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Figura 5-1. Niveles de inclusión del aceite de palmíste y cantidades incorporadas del producto 
comercial en la técnica de gases.  
 
     0.0%   Tratamiento control 
 
2.0%   10.5 µl de Aceite palmíste 
Aceite de   
Palmíste     4.0%   21 µl de Aceite palmíste 
  
     6.0%   31,5 µl de Aceite palmíste 
 
 
5.3.3 Calidad nutricional de los forrajes 
 
Los forrajes fueron secados por 48 horas, en una estufa de aire forzado a 60° C, hasta alcanzar 
un peso constante, molidos en un molino Fritsch (Idar Oberstein®- Germany) y pasados por 
una criba porosa con un diámetro de 1 µm. Posteriormente, se les determinó el contenido de 
nitrógeno mediante el método  Kjeldhal (A.O.A.C., 1984) en un equipo VELP Scientifica®. El 
contenido de proteína cruda (%PC) se obtuvo al multiplicar el contenido de nitrógeno por el 
factor de conversión de 6,25. Los contenidos de Fibra en Detergente Neutro (%FDN), Fibra en 
Detergente Ácido (%FDA) y Lignina (%LIG) de los forrajes, fueron determinados por la técnica 
secuencial descrita por Van Soest et al. (1991) y Goering y Van Soest (1970), respectivamente, 
y para ello se utilizó un analizador de fibra ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, 
Fairport, USA).  
 
La determinación de cenizas (CEN) se obtuvo por incineración directa a 500°C por dos horas, 
usando una mufla, según el método descrito por Van Soest y Robertson (1985). La materia 
orgánica (MO) fue calculada por la diferencia entre los valores de la materia seca y cenizas. 
Simultáneamente, se determinó el extracto etéreo (EE) de los forrajes con un analizador de 
grasa ANKOM XT15 mediante el método Soxhlet, en el cual se utiliza éter de petróleo como 
solvente extractor de grasa a una temperatura de 90°C por una hora (A.O.A.C., 1984). La 
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) de cada forraje, se determinó a 48 horas de 
incubación, utilizando un incubador  Daisy II® de la marca ANKOM  (Ankom Technology., 
2004), siguiendo la metodología descrita por (Goering y Van Soest, 1970). 
 
 
5.3.4 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal  
 
Se realizaron tres pruebas con la técnica de gases, una con cada forraje, utilizando la 
metodología descrita por Theodorou et al. (1994) y se midieron los parámetros de la 
fermentación ruminal a 24 y 48 horas de incubación. Para ello, se utilizó medio de cultivo 
compuesto por soluciones de microminerales, buffer, macrominerales, solución reductora y 
resarzurina, siguiendo los protocolos dispuestos por Goering y Van Soest (1970) y líquido 
ruminal colectado de cuatro (4) animales bovinos de la raza Holstein, canulados al rumen. 
 
Los parámetros medidos fueron; volumen de gas (Gas) utilizando un transductor de presión y 
siguiendo la metodología descrita por Theodorou et al. (1994), degradabilidad de la materia 
seca (DMS) filtrando el residuo y calculándola por diferencia entre lo incubado y lo obtenido 
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pos-incubación, degradabilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) y en detergente ácido 
(DFDA) sometiendo una parte del residuo a la técnica secuencial descrita por Van Soest et al., 
(1991) y Goering y Van Soest (1970), respectivamente, por medio de un analizador de fibra 
ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, Fairport, USA). 
 
La degradabilidad de la proteína cruda (DPC) se realizó, sometiendo una parte del residuo a un 
lavado con metil-celulosa (metodología descrita por Huntington y Givens, 1995) y 
posteriormente al método Kjeldahl, usando un equipo marca VELP Scientifica® UDK 142 
(A.O.A.C., 1984), el potencial de hidrógenos (pH) del efluente se midió con un pH-metro 
(Schoot Instruments® Modelo 2006), la concentración de amonio (NH3-N) se determinó 
siguiendo la metodología descrita por AOAC (2005) con la utilización de un electrodo selectivo 
ISE-NH3 (marca metrhom modelo SM703), la concentración de metano y AGV se efectuaron 
por cromatografía de gases utilizando un cromatógrafo de gases marca Shimadzu modelo GC-
2014 (Shimadzu Corporation, Japón). 
 
 
5.3.5 Análisis estadístico 
 
Los datos de las variables respuesta, fueron sometidos a un análisis de varianza utilizando el 
procedimiento GLM del programa estadístico SAS (2001) versión 9.1.3 bajo un diseño de 
bloques completos al azar con un arreglo factorial, de acuerdo al siguiente modelo estadistico: 
 
Yijk = μ + Fi + Nj + (FN) ij + Bk + Eijk 
Donde: 
 
µ : es la media global 
Fi: es el efecto del nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) 
Nj: es el efecto del nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
(FN) ij= es la interacion entre el nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) y el 
nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
Bk: es el efecto del bloque ‘k”, con k = 1,2,…..,r 
Eijk: es el error experimental, que incluye el número de réplicas (k = 1,2,… , r) y de 
observaciones (n = r∑i bi). 
 
Cuando se detectó un efecto significativo las medias de los tratamientos se compararon por 
medio de la prueba de la diferencia  honesta significativa de Tukey a un nivel de significancia 
de 0.05. Para cada tiempo de incubación (24 o 48 horas) se efectuó una prueba independiente 
y se analizaron los datos de manera separada. 
 
Adicionalmente, se realizó regresiones lineales y cuadráticas para determinar el efecto de 
niveles crecientes del aditivo. 
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5.4 Resultados 
 
 
5.4.1 Composición química de los forrajes 
 
Durante la selección de los forrajes se tuvo la intención de buscar aquellos que tuvieran calidad 
nutricional contrastante, de manera que representaran la diversidad en Colombia. Por ello, se 
escogieron estos tres forrajes que representan los forrajes de baja, media y alta calidad 
nutricional. 
 
Tabla 5-1. Composición química de los tres forrajes usados en las pruebas in vitro. 
Substrato (Tratamiento) PC% FDN% FDA% LIG% CEN% MO% EE% DIVMS% 
Pennisetum clandestinum 22,2 59,0 24,9 1,9 11,8 88,2 3.14 79.05 
Megathyrsus maximus  11.1 69.7 37.7 3,7 14.4 85.6 1.46 47.12 
Brachiaria humidicola 6.0 75.4 38.6 4,7 7.3 92.7 1.30 38.03 
PC= proteína cruda, FDN= Fibra detergente neutro,  FDA= Fibra detergente ácida, LIG= Lignina, CEN= Cenizas, MO=Materia 
orgánica,  EE= Extracto Etéreo y DIVMS=Degradabilidad In Vitro de la materia seca.  
 
Una vez seleccionados los forrajes más contrastantes y representativos del país, se pasó a 
evaluar su actividad fermentativa al ser suplementados con tres niveles de inclusión de aceite 
de palmíste. 
  
 
5.4.2 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal 
 
Los resultados de las tres técnicas de gases realizadas con los forrajes Pennisetum 
clandestinum, Megathyrsus maximus y Brachiaria humidicola suplementados con 2%, 4% y 6% 
de la materia seca en aceite de palmíste, a 24 y 48 horas de incubación se presentan en las 
tablas 5-2, 5-3 y 5-4. 
 
La producción de gas de los forrajes evaluados, no se afectó (P>0.05) con la inclusión de 
niveles crecientes de aceite de palmíste (Tabla 5-2). Es decir, a 24 horas de incubación no se 
presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos, con la incorporación de 
niveles crecientes de aceite de palmíste en los forrajes evaluados. A 48 horas de incubación 
tampoco se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos con el forraje 
Megathyrsus maximus , pero con el forraje Pennisetum clandestinum la producción de gas 
diminuyó cuadraticamente al incluir el nivel de aceite más alto (6%) y con el forraje Brachiaria 
humidicola disminuyó lineal y cuadráticamente (P<0.05) al incluir 4% de aceite de palmíste. 
 
El pH no se alteró con la inclusión de niveles crecientes de aceite de palmíste en los forrajes 
evaluados (Tabla 5-2). Es decir, no se presentaron diferencias estadísticas (P>0.05) entre 
tratamientos, en ninguno de los forrajes evaluados y a ningún tiempo de incubación. 
 
La concentración de amonio durante 24 horas de incubación al adicionar aceite de palmíste a 
los forrajes, Pennisetum clandestinum y Megathyrsus maximus  no se afectó (P>0.05), pero 
con el forraje Brachiaria humidicola aumentó linealmente (P<0.05) al incluir 6% de aceite de 
palmíste. A 48 horas de incubación con el forraje Pennisetum clandestinum la concentración de 
amonio aumentó lineal y cuadráticamente (P<0.05) al incluir aceite de palmíste (en todos los 
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niveles utilizados), con el forraje Megathyrsus maximus  aumentó linealmente (P<0.05) al incluir 
4 y 6% de aceite y con el forraje Brachiaria humidicola disminuyó cuadraticamente (P<0.05) 
con la inclusión de aceite en todos los niveles evaluados (Tabla 5-2). 
 
Tabla 5-2. Producción de gas, pH, NH3-N,  DMS, DFDN, DFDA y DPC de los tres forrajes 
evaluados suplementados con tres niveles de aceite de palmíste, a 24 y 48 horas de incubación 
ruminal in vitro. 
Variable F 
Aceite P. (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 2.0 4.0 6.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 92.81 94.27 95.29 92.11 
13.28 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 87.22 67.78 65.11 64.68 0.0048 NS  <.0001 
 Bh 74.55 64.01 62.72 64.41 0.0012 <.0001   
pH (un) Pc 6.59 6.63 6.63 6.64 
0.03 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 6.49 6.51 6.52 6.55 0.0030 NS  <.0001 
 Bh 6.64 6.67 6.66 6.73 NS NS   
NH3(mg/dl) Pc 13.02 13.51 13.51 13.88 
1.69 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 8.6 8.68 8.79 8.56 NS NS  <.0001 
  Bh 11.59b 11.55b 11.84b 13.13a 0.0005 0.0021   
DMS (%) Pc 62.16a 62.63a 54.86b 54.87b 
0.81 
0.0007 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 49.28a 47.58a 40.48b 36.84b <.0001 NS  <.0001 
 Bh 44.23a 35.73b 32.86b 25.08c <.0001 NS   
DFDN (%) Pc 59.17a 53.12ab 48.93b 47.25b 
1.25 
0.0003 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 45.46a 41.65a 30.83b 26.87b <.0001 NS  <.0001 
 Bh 35.78a 29.17b 26.40b 18.39c <.0001 NS   
DFDA (%) Pc 57.90a 54.84a 45.05b 46.71b 
0.92 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 42.14a 38.09a 31.58b 26.54c <.0001 NS  <.0001 
 Bh 32.50a 27.79b 26.06b 16.86c <.0001 NS   
48 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 154.39a 160.76a 158.01a 144.46b 
1.77 
NS 0.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 138.93 132.33 127.17 125.46 NS NS  <.0001 
 Bh 74.55 64.01 62.72 64.41 0.0011 NS   
pH (un) Pc 6.54 6.59 6.62 6.65 
0.03 
NS NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 6.54 6.54 6.55 6.59 NS NS  
 Bh 6.47 6.62 6.56 6.59 NS NS  
NH3(mg/dl) Pc 11.36b 19.32a 18.02a 18.20a 
0.38 
0.0042 0.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 20.04b 19.99b 23.15a 22.24a 0.0010 NS  <.0001 
  Bh 14.33a 9.35b 9.86b 10.74b NS 0.0001   
DMS (%) Pc 76.66a 73.68a 67.23b 59.26c 
0.86 
<.0001 0.0024 
<.0001 
  
<.0001  Mm 58.91a 55.58a 51.14b 46.35c <.0001 NS  <.0001 
 Bh 56.70a 44.39b 42.06b 33.22c <.0001 NS   
DFDN (%) Pc 77.35a 74.36ab 66.10b 49.20c 
1.80 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 60.15a 55.68a 52.79a 41.87b <.0001 0.0023  <.0001 
 Bh 55.39a 36.96b 35.10b 29.69b <.0001 0.0008   
DFDA (%) Pc 81.29a 73.19b 66.30c 51.82d 
1.03 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 55.49a 56.35a 51.69a 39.57b <.0001 <.0001  <.0001 
 Bh 54.31a 35.06b 32.54b 24.04c <.0001 0.0058   
Gas (ml)= Producción de gas en mililitros. pH (un)= Potencial de hidrogeniones en unidades. NH3 (mg/L)=Cantidad de amonio en 
miligramos por litro. DMS (%)= Degradabilidad de la materia seca en porcentaje. DFDN (%)= Degradabilidad de la Fibra en 
Detergente Neutro en porcentaje. DFDA (%)=Degradabilidad de la Fibra en Detergente Ácido en porcentaje. F= forraje.  N= nivel de 
inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con 
letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  
NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
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La DMS en los forrajes Pennisetum clandestinum y Megathyrsus maximus  disminuyó 
linealmente (P<0.05) con la inclusión de 4 y 6% de aceites da palmíste, tanto a 24 como a 48 
horas de incubación. Con el forraje Brachiaria humidicola la DMS disminuyó de manera lineal 
con la inclusión de todos (2, 4 y 6% de la MS) los niveles de aceite de palmíste (Tabla 5-2). 
 
La DFDN al incluir niveles crecientes de aceite de palmíste (Tabla 5-2) en el forraje Pennisetum 
clandestinum disminuyó linealmente (P<0.05) con la inclusión de 4 y 6% de aceite de palmíste, 
tanto a 24 como a 48 horas de incubación. Con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de 
incubación disminuyó (P<0.05) al incluir 4 y 6% de aceite, pasadas 48 horas ya no se afectó 
(P>0.05) con la inclusión de 4% de aceite, pero la adición de 6% continuó afectando la DFDN. 
Con el forraje Brachiaria humidicola la DFDN disminuyó linealmente (P<0.05) al incluir 2, 4 y 
6% de aceite de palmíste, efecto que persistió por 24 y 48 horas de incubación. 
 
Tabla 5-3. Emisiones de metano de los tres forrajes evaluados suplementados con tres niveles 
de aceite de palmíste, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro.   
Variable F 
Aceite P. (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 2.0 4.0  6.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 33.57b 40.13a 29.73b 44.50a 
0.97 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 24.57b 30.39a 27.60ab 30.76a NS NS  <.0001 
 Bh 17.94 17.49 14.02 14.46 0.0009 NS   
CH4(ml/gd) Pc 107.79b 134.30ab 123.91b 155.08a 
5.59 
0.0015 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 96.08b 130.40a 134.26a 147.86a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 81.23b 96.46ab 84.89ab 109.73a 0.0076 NS   
CH4 (ml/gi) Pc 66.93b 80.04a 59.31b 88.83a 
2.23 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 48.30b 59.83a 59.48a 60.62a NS NS  <.0001 
  Bh 35.4 34.45 27.68 28.62 0.0010 NS   
48 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 61.03c 92.44a 72.90b 51.07c 
2.08 
NS <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 56.75b 69.11a 70.17a 48.29b NS <.0001  <.0001 
 Bh 48.84a 34.04b 31.64b 36.24b NS 0.0002   
CH4(ml/gd) Pc 160.90c 252.38a 215.38ab 178.38bc 
9.31 
NS 0.0001 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 203.87 249.32 214.75 208.05 NS NS  
 Bh 171.35ab 156.52b 149.41b 208.05a NS 0.0014  
CH4 (ml/gi) Pc 121.59c 184.00a 144.81b 101.15c 
4.19 
NS <.0001 
<.0001 
  
<.0001  Mm 111.75b 135.68a 137.66a 94.98b NS <.0001  <.0001 
  Bh 96.86a 67.16b 62.41b 78.34ab NS <.0001   
CH4 =Metano, CH4 (ml)=Concentración de metano en mililitros, CH4 (ml/gd)=Concentración de metano en mililitros por gramo de 
materia seca degradada, CH4 (ml/gi)=Concentración de metano en mililitros por gramo de materia seca incubada. F= forraje.  N= 
nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores 
medios con letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la 
media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
 
La DFDA al incluir niveles crecientes de aceite de palmíste en el forraje Pennisetum 
clandestinum disminuyó linealmente (P<0.05) con la inclusión de 4 y 6% de aceite de palmíste 
a 24 horas de incubación, pero luego de 48 horas de incubación la DFDA disminuyó (P<0.05) 
gradualmente con la inclusión de aceite de palmíste a medida que se aumentaba el nivel de 
inclusión. Con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación disminuyó 
linealmente (P<0.05) al incluir 4 y 6% de aceite, pasadas 48 horas el efecto se perdió (P>0.05) 
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con la inclusión de 4% de aceite, pero la adición de 6% siguió afectando la DFDA, al igual que 
ocurrió con la DFDN. Con el forraje Brachiaria humidicola se afectó (P<0.05) la DFDA al incluir 
aceite de palmíste, pero la disminución fue mayor a medida que aumentaba el nivel de 
inclusión de aceite de palmíste, tanto a 24 como a 48 horas de incubación (Tabla 5-2). 
 
La concentración de metano en los forrajes Pennisetum clandestinum y Megathyrsus maximus  
al incluir aceite de palmíste aumentó y en el forraje Brachiaria humidicola disminuyó. Es decir, 
con el forraje Pennisetum clandestinum a 24 horas de incubación, la inclusión de 4% de aceite 
de palmíste no presentó diferencias significativas (P>0.05) con respecto al control, pero con la 
inclusión de 2 y 6% de aceite aumentó linealmente (P<0.05). A 48 horas de incubación al incluir 
6% de aceite, no se presentaron diferencias significativas (P>0.05), pero con la inclusión de 2 y 
4% de aceite de palmíste, la concentración de metano aumentó cuadráticamente (P<0.05). 
 
Con el forraje Megathyrsus maximus   a 24 horas de incubación, no se presentaron diferencias 
estadísticas (P>0.05) con respecto al control, al incluir 4% de aceite de palmíste, pero al incluir 
2 y 6% de aceite aumentó (P<0.05). A 48 horas de incubación la concentración de metano, no 
se afectó (P>0.05) con la inclusión de 6% de aceite, pero al incluir 2 y 4% de aceite aumentó 
cuadráticamente (P<0.05). 
 
Finalmente con el forraje Brachiaria humidicola a 24 horas de incubación, no se presentaron 
diferencias estadísticas (P>0.05) entre tratamientos en la concentración de metano, pero a 48 
horas de incubación disminuyó de manera cuadrática (P<0.05) en 30.30%, 35.22% y 25.80% al 
incluir 2, 4 y 6% de aceite respectivamente. 
 
En términos generales los AGV no se afectaron (p>0.05) con la inclusión de niveles crecientes 
de aceite de palmíste en los forrajes evaluados a 24 horas de incubación, pero a 48 horas 
disminuyeron (P<0.05) (Tabla 5-4). En el caso del forraje Pennisetum clandestinum a 24 horas 
de incubación, no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos en la 
concentración de AGV totales, las proporciones de acético y butírico, pero la relación 
acético/propiónico aunque no se afectó (P>0.05) con la inclusión de 2 y 4% de aceite de 
palmíste, al incluir 6% aumentó linealmente (P<0.05) y la porporción de propiónico disminuyó 
linealmente (P<0.05) con la inclusión del mismo nivel. A 48 horas de incubación la proporción 
de acético y la relación acético/propiónico no se alterarón (P>0.05), la proporción de propiónico 
disminuyó linealmente y la de butírico aumentó linealmente (P<0.05) al incluir 6% de aceite de 
palmíste y la concentración de AGV totales disminuyó de manera lineal (P<0.05) a medida que 
se aumentó el nivel de inclusión. 
 
Con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación, la concentración de AGV 
totales no presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos, la relación 
acético/propiónico y la proporción de acético aumentaron linealmente (P<0.05) y la de 
propiónico disminuyó linealmente (P<0.05) al incluir 2, 4 y 6% de aceite en la dieta. A 48 horas 
de incubación la concentración de AGV totales disminuyó linealmente (P<0.05) al incluir 6% de 
aceite de plamiste, la proporción de acético aumentó linealmente (P<0.05) y la de propiónico 
disminuyó linealmente (P<0.05) al incluir 4 y 6% de aceite y la relación acético/propiónico y la 
proporción de butírico aumentaron linealmente con la inclusión de 6% de aceite. 
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Tabla 5-4. Ácidos grasos volátiles (AGV) de los tres forrajes evaluados suplementados con tres 
niveles de aceite de palmíste, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
Monensina (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 0.2 0.4  0.6 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 42.17 42.04 38.08 42.36 
1.45 
NS NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 25.15 30.37 30.26 27.91 NS 0.0080  
 Bh 38.74a 34.70a 34.94a 27.11b 0.0003 NS  
Acético (%) Pc 61.02 63.9 62.28 64.77 
0.76 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 60.74b 65.33a 66.18a 65.95a 0.0051 NS  <.0001 
 Bh 61.12b 66.65a 67.03a 65.88a 0.0068 <.0001   
Propiónico(%) Pc 29.73a 26.60ab 27.10ab 24.75b 
0.70 
0.0013 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 32.67a 27.78b 25.75b 24.85b <.0001 NS  <.0001 
  Bh 29.25a 23.56b 22.73b 21.14b <.0001 0.0052   
RelaciónA:P Pc 2.06b 2.41ab 2.31ab 2.63a 
0.09 
0.0036    NS 
  <.0001 
  
<.0001  Mm 1.87b 2.36a 2.57a 2.67a 0.0002    NS  <.0001 
 Bh 2.09b 2.84a 2.95a 3.12a <.0001    0.0076     
Butírico (%) Pc 7.74 8.24 9.39 9.14 
0.34 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 6.02b 6.32b 7.49ab 8.68a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 8.44b 8.98b 9.72b 12.16a <.0001 0.0063   
Valérico (%) Pc 1.2 0.96 0.91 1.04 
0.06 
NS NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 0.39 0.34 0.39 0.31 NS NS  
 Bh 0.88a 0.57b 0.30b 0.56b NS 0.0040  
Isovalérico(%) Pc 0.31 0.29 0.31 0.28 
0.02 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 0.17 0.23 0.18 0.20 NS NS  <.0001 
 Bh 0.30 0.24 0.21 0.26 NS 0.0058   
48 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 65.30a 57.57b 54.34b 44.12c 
1.33 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 48.45a 46.36a 44.44a 37.33b <.0001 0.0033    <.0001 
 Bh 55.12a 49.10ab 44.10b 35.43c <.0001 NS   
Acético (%) Pc 62.13 61.76 64.09 63.72 
0.67 
NS NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 61.76b 63.25ab 65.59a 66.37a <.0001 NS  
 Bh 62.73b 67.10a 66.41a 65.43ab NS 0.0059  
Propiónico(%) Pc 27.76a 27.74a 24.76ab 23.42b 
1.65 
0.0015 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 28.86a 26.94ab 24.89bc 23.39c <.0001 NS  <.0001 
  Bh 26.97a 21.48b 20.97b 20.76b 0.0006 0.0020   
RelaciónA:P Pc 2.24 2.23 2.59 2.77 
0.11 
0.0062 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 2.14b 2.35ab 2.64ab 2.84a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 2.32b 3.16a 3.17a 3.16a 0.0053 0.0067   
Butírico (%) Pc 7.43b 7.86b 8.74ab 10.20a 
0.35 
<.0001 NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 6.97b 7.59ab 7.73ab 8.77a 0.0008 NS  
 Bh 8.09b 9.73b 11.56a 12.49a <.0001 NS  
Valérico (%) Pc 2.16 2.11 1.94 2.11 
0.08 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 1.91a 1.74ab 1.35bc 1.13c <.0001 NS  <.0001 
 Bh 1.72a 1.31ab 0.75c 0.98bc 0.0003 0.0094   
Isovalérico(%) Pc 0.51 0.53 0.46 0.53 
0.02 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 0.50a 0.48a 0.43ab 0.33b 0.0004 NS  <.0001 
 Bh 0.49a 0.37b 0.30b 0.34b 0.0024 0.0048   
TotalAGV=Ácidos grasos volátiles totales en milimoles por litro. F= forraje.  N= nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum 
clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con letras distintas entre columnas, difieren 
estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto 
lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
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Finalmente con el forraje Brachiaria humidicola la relación acético/propiónico y la proporción de 
acético aumentaron lineal y cuadráticamente (P<0.05) y la proporción de propiónico y 
concentración de AGV totales disminuyeron linealmente (P<0.05),  con la inclusión de aceite de 
palmiste tanto a 24 como a 48 horas de incubación. 
 
 
 
5.5 Discusión 
 
La sensibilidad de los microorganismos ruminales a los aceites varía en función del tipo de 
aceite, y esta propiedad es de interés para los nutricionistas de rumiantes, ya que se presta 
para generar cambios en la fermentación ruminal, mediante la selección a favor o en contra de 
determinados grupos de microorganismos (Benchaar y Greathead, 2011). El aceite de palmíste 
es un aceite de origen vegetal que se obtiene de la almendra de la fruta de la palma Elaeis 
guineensis, el cual se produce en grandes cantidades como un subproducto del procesamiento 
de aceite de palma. En este estudio se decidió trabajar con dicho aceite, porque es un 
subproducto, lo que hace que sea de bajo costo y no compite con la alimentación humana. Los 
resultados encontrados al evaluar los distintos niveles de inclusión (2%, 4%, y 6%) en algunos 
casos disminuyeron las emisiones de metano, pero también la degradación de las fracciones 
(MS, FDN, FDA y PC). 
 
La producción de gas no se afectó (p>0.05), al incluir niveles crecientes de aceite de palmíste 
en los forrajes evaluados, solo con los forrajes Pennisetum clandestinum y Brachiaria 
humidicola a 48 horas de incubación disminuyó (P<0.05). Al igual que en nuestro estudio, 
Kongmun et al. (2010) evaluaron la producción de gas in vitro a 72 horas de incubación, 
suplementando con 16 mg de aceite de coco y 16 mg de aceite de ajo y relaciones de 8 y 4 mg 
y 4 y 8 mg de aceite de coco y de ajo respetivamente, los resultados indicaron que el aceite de 
ajo y la relación más alta de aceite de ajo no afectaron (P>0.05) la producción de gas, pero el 
aceite de coco y la relación más alta de aceite de coco disminuyeron (P<0.05) la producción de 
gas en 17.72% y 13.71% respectivamente.   
 
Del mismo modo, Blanco et al. (2012) al evaluar en una prueba in vitro utilizando cuatro 
jabones de aceite vegetal de palma, oliva, girasol y soya adicionados de a 30 y 60 gr/Kg MS en 
la dieta, encontraron que todos los aceites disminuyeron linealmente la producción de gas 
(P<0.05). Es probable que la disminución en la producción de gas, al utilizar aceites en la 
fermentación ruminal, se deba a que los aceites afectan cierta cantidad de microorganismos 
que generan como producto final hidrogeno  (Blanco et al,. 2012). 
 
El potencial de hidrógenos (pH) en los forrajes evaluados suplementados con aceite de 
palmíste, no presentó diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos, pese a que se 
observó una disminución en la concentración de AGV totales, es probable que dicha 
disminución no haya alcanzado a afectar la concentración de hidrogeniones en el medio, ya 
que según Krause y Oetzel (2006) el pH del liquido ruminal está determinado en gran medida 
por la concentración de AGV. 
 
 Al igual que en el presente estudio, Beauchemin y McGinn (2006b) al evaluar aceites 
esenciales y aceite de canola, no encontraron diferencias en el potencial de hidrógenos. Del 
mismo modo, Ciéslak et al,. (2006) en una prueba in vitro evaluaron la incorporación de 7% de 
aceite de colza, girasol y linaza a la dieta y encontraron que el pH no generó diferencias 
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estadísticas (P>0.05) entre los tratamientos y el control (heno y concentrado en una relación 
60:40).  
 
Del mismo modo, Machmuller, Soliva y Kreuzer (2003), al evaluar el la sustitución de 54g/kg de 
grasa en el rumen con aceite de coco, encontraron que el pH no se afecto.  En otro estudio, 
Fievez et al., (2003) en una prueba in vitro evaluaron niveles crecientes 0, 12.5, 25, 50, 75, 100 
y 125 mg de dos tipos de aceite de pescado a 24 y 48 horas de incubación y encontraron que 
el pH no presentó diferencias significativas (P>0.05) en ninguno de los niveles evaluados y con 
ninguno de los dos aceites evaluados. La alta capacidad de tamponamiento generada en 
nuestro sistema in vitro, al utilizar soluciones buffer que imitan la saliva que ingresa al rumen 
desde la boca del animal, pudo evitar que el pH se alterara con la adición de aceite de palmíste 
en los forrajes. 
 
 
En la concentración de amonio a 24 horas de incubación en los forrajes suplementados con 
aceite de palmíste, no se presentaron diferencias significativas  (P>0.05) entre tratamientos, 
pero a 48 horas de incubación  con los forrajes Pennisetum clandestinum y Megathyrsus 
maximus  aumentó (P<0.05) y con el forraje Brachiaria humidicola  disminuyó (P<0.05). Al igual 
que en nuestro estudio, a 24 horas de incubación, alguno autores no han encontrado 
diferencias estadísticas en la concentración de amonio. Tal es el caso de Ciéslak et al. (2006) 
quienes en una prueba in vitro evaluaron la incorporación de 7% de aceite de colza, girasol y 
linaza a una dieta a base de heno y concentrado, encontraron que la concentración de amonio 
no generó diferencias estadísticas (P>0.05) entre los tratamientos y el control.  
 
Otros autores, al igual que ocurrió en el presente estudio a 48 horas de incubación con los 
forrajes Pennisetum clandestinum y Megathyrsus maximus , han encontrado un aumentó en la 
concentración de amoniaco con la adición de aceites a la dieta, como Busquet et al. (2005) 
quienes en una prueba in vitro evaluaron concentraciones de 0, 3, 30, 300 y 3000 mg/L de 
fluido ruminal de aceite de ajo y encontraron que con la concentración de 30 mg/L aumentó 
(P<0.05) la concentración de amonio en el medio, donde la dieta base consistía en 50% de 
forraje (Alfalfa, y heno) y 50% de concentrado (Cebada, maíz y harina de soya).  
 
Por otra parte, diferentes autores han encontrado  una disminución en la concentración de 
amonio al adicionar aceites, tal fue el caso de Kongmun et al. (2010) quienes evaluaron la 
concentración de amonio en una prueba in vitro, suplementando con aceite de coco, aceite de 
ajo y combinaciones de ambos y encontraron que al adicionar aceite de coco la concentración 
de amonio disminuyó (P<0.05), en un dieta a base de paja de arroz y un poco de concentrado. 
Es probable que el efecto de la inclusión de aceite de palmíste en la fermentación ruminal, 
dependa del tipo de sustrato o dieta base, cuando los forrajes no son de buena calidad la 
concentración de amonio disminuye al incluir aceite de palmíste y cuando de buena calidad la 
concentración de amonio aumenta.  
 
Este efecto puede estar enmarcado por la cantidad de nitrógeno en los forrajes evaluados, 
debido a que cuando los bovinos son alimentados con forrajes frescos de alta calidad 
nutricional, especialmente N, la mayor parte de las proteínas, durante la masticación, se 
convierte en N rápidamente soluble y se libera entre 56 y 65% de la proteína en el rumen como 
proteína soluble. En consecuencia, una gran cantidad de proteína soluble es degradada por los 
microorganismos del rumen, lo que da como resultado excedentes de amoniaco (20-35%), que 
se absorben en el rumen y se excreta en orina (Patra y Saxena 2010). 
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Según diferentes autores (Alexander et al, 2008 y Hervás et al, 2000), los aceites por lo general 
reducen la cantidad N amoniacal producido en el rumen y dicha reducción está probablemente 
relacionada con una reducción en el número de protozoos, los que desempeñan un papel 
importante en la degradación ruminal de la proteínas derivadas de la alimentación.  
 
También se afirma que la inhibición de los protozoos, causada por la inclusión de aceites en la 
dieta, puede reducir la actividad de desaminación bacteriana y resultar en una disminución del 
amoníaco ruminal y la degradación de la proteína alimenticia (Szumacher-Strabel et al., 2010). 
Sin embargo, en nuestro estudio por tener una dieta a base de forrajes, es muy probable que la 
cantidad se protozoos en el líquido ruminal fuera mínima. 
 
La degradabilidad de la materia seca (DMS) en los forrajes Pennisetum clandestinum y 
Megathyrsus maximus  no se afectó (P>0.05) al incluir 2% de aceite de palmíste pero con la 
inclusión de 4 y 6% disminuyó (P<0.05), tanto a 24 como a 48 horas de incubación. Con el 
forraje Brachiaria humidicola  disminuyó (P<0.05) con la inclusión de 2, 4 y 6% de aceite de 
palmíste, tanto a 24 como a 48 horas de incubación. Varios autores (Agarwal et al., 2009; Patra 
et al., 2006a) concuerdan con lo encontrado en nuestro experimento y afirman que la DMS 
disminuye a medida que se aumenta el nivel de inclusión de aceites.  
 
Dicho efecto supresor de los aceites en la DMS, varía en función del tipo de aceite y el sustrato 
utilizado, ya que Kongmun, et al. (2010) en una prueba in vitro suplementando con aceite de 
coco, aceite de ajo y combinaciones de ambos en una dieta a base de paja de arroz y 
concentrado, encontraron que la DMS aumentó (P<0.05) con la adición de aceite de ajo y 
disminuyó (P<0.05) con la adición de aceite de coco. 
 
Sin embargo, otros reportes (Machmuller, Soliva y Kreuzer, 2003; Sallam et al., 2009; Wang et 
al., 2009) indicaron que la DMS no se vio afectada por la inclusión de aceites, cabe aclarar que 
la mayoría de reportes realizaron digestibilidad total de la MS y argumentan que es posible que 
la digestibilidad ruminal se haya afectado, pero que dicha disminución fue compensada por  la 
fermentación de la fracciones (MS y FDN) en el intestino grueso.  
 
La degradabilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN), al igual que la DMS, disminuyó 
(P<0.05) con la inclusión de los niveles más altos (4 y 6%) de aceite de palmíste. Al igual que 
en nuestro trabajo Fievez, et al., (2003) en una prueba in vitro evaluaron niveles crecientes de 
dos tipos de aceite de pescado y encontraron que la DFDN disminuyó a 48 horas de 
incubación. Del mismo modo, Martin et al., (2008) observaron que cuando adicionaron aceite 
de linaza (5.8% de la MS), la degradabilidad total de la FDN disminuyo en 11% y de la MS en 
26%.  
 
La reducción en la degradación de la fibra al adicionar aceites a la dieta,  puede estar 
relacionada con el proceso de hidrogenación de los ácidos grasos insaturados en el rumen. Si 
la capacidad de los microorganismos para saturar los ácidos grasos se supera, los ácidos 
grasos insaturados se acumulan e interfieren con la digestión microbiana (NRC, 2001). Sin 
embargo, el aceite de palmíste no posee alta cantidad de ácido grasos insaturados, por lo que 
la disminución en la DFDN puede estar relacionada con la característica hidrofóbica que tienen 
los aceites, que en altas cantidades impide la colonización de los sustratos por parte de los 
microorganismos (Wallace et al., 2002). 
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Sin embargo, estudios como Machmuller, Soliva y Kreuzer (2003), al evaluar el la sustitución de 
54g/kg de grasa en el rumen con aceite de coco, encontraron que la degradación de la FDN y 
de la FDA no se afectaron, muy posiblemente debido a que la cantidad de aceite de coco es 
baja y dicha dedradabilidad es del tracto total, no solamente ruminal, lo que se podría explicar 
por una compensación en la degradabilidad a nivel de intestino. 
 
La degradabilidad de la fibra en detergente ácido (DFDA), al igual que la DMS y la DFDN, 
disminuyó (P<0.05) con la inclusión de aceite de palmíste en los forrajes evaluados. La DFDA 
no es un parámetro muy evaluado en los trabajos de investigación con aceite, pero es lógico 
pensar que si los niveles de aceite evaluados en el presente estudio, afectan la DFDN también 
afectaran la DFDA.  
 
Es muy probable que el efecto de los aceites en la degradación de la fibra, también se deba al 
efecto inhibidor de los aceites en los hongos, ya que según Soylu et al. (2007) los hongos del 
rumen pueden debilitar la estructura de las partículas de alimento y penetrar en los tejidos 
vegetales. Por lo tanto, la reducción de hongos no es beneficioso para la digestión de la fibra 
en el rumen.  
 
Debido a diversos mecanismos como la biohidrogenación de los ácidos grasos insaturados, el 
aumento en la producción de ácido propiónico y la inhibición de protozoos, los lípidos en la 
dieta de los rumiantes afectan la metanogénesis (Johnson y Johnson, 1995). Es por ello que se 
esperaba que al incluir aceite de palmiste en dietas a base de forrajes tropicales, se generara 
una disminución en la producción de metano.  
 
Sin embargo, la producción de metano en los forrajes Pennisetum clandestinum y Megathyrsus 
maximus  al incluir aceite de palmíste no se afectó (P>0.05) y en algunos casos aumentó 
(P<0.05), pero en el forraje Brachiaria humidicola disminuyó (P<0.05) en 30.30%, 35.22% y 
25.80% al incluir 2, 4 y 6% de aceite de palmíste respectivamente. Muy posiblemente dicho  
efecto supresor del aceite de palmiste suplementado en el pasto Brachiaria humidicola se debe 
a la disminución de la degradación de la materia seca y la fibra, y no a cambios en el 
metabolismo de la fermentación ruminal. 
 
Diferentes estudios in vitro (Blanco et al., 2012; Ciéslak et al., 2006; Macheboeuf et al., 2008; 
Patra., 2004; Patra et al., 2006b; Calsamiglia et al., 2007; Kumar et al., 2009; Sallam et al., 
2009; Tatsuoka et al., 2008; Chaves et al., 2008; Agarwal et al., 2009 y Fievez, et al. 2003) han 
reportado una reducción en la metanogénesis al incluir aceites en la dieta para rumiantes. Sin 
embargo, en la gran mayoría  de los estudios alrededor de un cuarto de la reducción de las 
emisiones de CH4, se atribuyó a una reducción en la digestibilidad, el resto de la disminución 
posiblemente se debió a la disminución de sustrato fermentable en rumen, que proporciona una 
alternativa como sumidero de H2, y/o mediante la inhibición de protozoos. 
 
En un estudio realizado por Soliva, et al. (2003), evaluaron en una prueba in vitro la inclusión 
de acido laurico (C12) y mirístico (C14) puros, los cuales son el principal componente del aceite 
de palmiste evaluado en el presente estudio, y encontraron que el acido mirístico solo no 
disminuyó las emisiones de metano durante 24 horas de incubación, pero cuando se incubo 
una relación 2:1 de C12/ C14 se obtuvo la máxima reducción en la producción de metano que fue 
de 96%. 
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Del mismo modo, Zeitz, et al. (2013) evaluaron la inclusión de acido miristico y laurico en 
cultivos de metanógenos puros y encontraron reducción del orden del 84% en la prucción de 
metano a 24 horas de incubación con acido mirístico.  
 
Se cree que los protozoarios ruminales cumplen un papel importante en la metanogénesis, 
debido a la asociación ecto-y endo-simbiótica de los protozoos con bacterias metanogénicas 
(Finlay et al., 1994). Machmuller, Soliva y Kreuzer (2003), también afirman que una gran 
proporción de las reducciones de metano al utilizar aceite de coco en la dieta, es debida a la 
defaunación de los protozoos.  En un experiemento ellos (Machmuller, Soliva y Kreuzer, 2003) 
evaluaron  la sustitución de 54g/kg de grasa en el rumen con aceite de coco y encontraron una 
reducción del 14% en las emisones de metano. Sin embargo en otros experimentos (Dohme, et 
al. 1999) con el mismo nivel de inclusión de aceite de coco, habían encontrado disminución del 
metano en 48%.  
 
Asi mismo, años antes 1999 dicho autores Machmuller y Kreuzer encontraron que al 
suplementar con 3.5 y 7% de aceite de coco, la producción de metano disminuyó en 28 y 73% 
respectivamente y con ello el recuento de protozoos se redujo en 88 y 97% respectivamente 
(Machmuller y Kreuzer, 1999). Según Morgavi et al. (2008) en ausencia de protozoos, la 
producción de metano puede disminuir en un 20% tanto a corto como a largo plazo en animales 
defaunados, sin embargo la reducción en la producción de H2 que generan los protozoos 
indirectamente, es mayor en dietas ricas en almidón (Hegarty, 1999), el cual no es el caso del 
presente estudio, donde el sustrato fue solo forrajes sin concentrado. 
 
Es probable que al incluir aceite de palmíste a los forrajes Pennisetum clandestinum y 
Megathyrsus maximus , en algunos casos haya aumentado la concentración de metano por dos 
razones; la primera porque incluso a bajas densidades protozoarias se haya producido 
suficiente H2 y la segunda porque aunque se haya reducido el número de bacterias 
metanogénicas, es posible que la actividad de las células metanogénicas individuales haya 
aumentado de manera compensatoria (Lovett et al., 2003). 
 
En términos generales, al incluir aceite de palmiste a las dietas evaluadas en el  presente 
experimento, la concentración de AGV totales y la proporción de propiónico disminuyeron y la 
proporción de acético, butírico y la relación acético/propiónico aumentaron. En un estudio 
realizado por Busquet et al. (2005) evaluaron concentraciones de 0, 3, 30, 300 y 3000 mg/L de 
fluido ruminal de aceite de ajo y encontraron que a medida que se aumentaba el nivel de 
inclusión de aceite de ajo, el acetato y los AGV totales (con los niveles más altos) disminuían y 
el propionato y butirato aumentaban.  
 
En otro estudio, Fievez et al. (2003) en una prueba in vitro evaluaron niveles crecientes de dos 
tipos de aceite de pescado a 24 y 48 horas de incubación y encontraron que la concentración 
de acetato y propionato disminuyeron a medida que se aumentó el nivel de inclusión de los 
aceites, pese a que el butirato y los AGV totales no presentaron diferencias significativas 
(P>0.05).  
 
Se han encontrado aumentos (P<0.05), disminuciones (P<0.05) o ausencia de cambios 
(P>0.05) en las concentraciones de AGV en función del tipo y la dosis de aceite utilizado, y las 
condiciones experimentales. Algunos efectos, con el mismo aceite utilizado, también dependen 
de la composición de la dieta (Blanco et al., 2012). Por ejemplo, Benchaar et al. (2007) 
encontraron aumentos y disminuciones en la producción de AGV cuando adicionaron la misma 
mezcla de aceites, en dietas con alfalfa y ensilaje de maíz.  
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Las diferencias en la concentración de AGV encontradas entre estudios, muy posiblemente se 
deben a que algunos aceites puros tienen un mayor impacto en el perfil de ácido grasos 
volátiles del rumen, debido a la disminución del pH y el estado de la molécula de aceite, es 
decir, disociada o no disociado, situación ligada al pH del medio ruminal (Cardozo et al., 2005).  
 
 
 
5.6 Conclusiones 
 
La  calidad nutricional de la dieta (forrajes de baja, media y alta calidad), parece ser un factor 
clave en la determinación del efecto del aceite de palmíste en las emisiones de metano. 
 
Bajo nuestras condiciones, la inclusión de aceite de palmíste en forrajes de alta calidad como el 
Pennisetum clandestinum y de media calidad como el Megathyrsus maximus , no disminuye la 
emisiones de metano. 
 
La inclusión de 2, 4 y 6% de aceite de palmíste en un forraje de baja calidad como el  
Brachiaria humidicola, disminuye en nuestras condiciones las emisiones de metano, en 
30.30%, 35.22% y 25.80% respectivamente. 
 
La inclusión de niveles 6 y 4% de aceite de palmíste, bajo nuestras consisiones expementales 
puede disminuir la degradación de la MS, FDN, FDA y la concentración molar de AGV. 
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6.1 Resumen  
 
Se evaluó la inclusión de 7%, 14% y 21% de la MS en glicerina, en una dieta a base de los 
forrajes Pennisetum clandestinum, Megathyrsus maximus   y Brachiaria humidicola, sobre las 
emisiones de metano y los parámetros de la fermentación ruminal in vitro. Se realizaron tres 
técnicas de gases, una por cada forraje, durante 24 y 48 horas de incubación. La concentración 
de metano al incluir 7% de glicerina en el forraje Pennisetum clandestinum disminuyó (P<0.05) 
en 36.72%, pero con los forrajes Megathyrsus maximus   y Brachiaria humidicola, no se 
presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos, he inclusive con los niveles 
de inclusión de glicerina más alto (21%) aumentó (P<0.05). El pH no se afectó (P>0.05) con la 
inclusión de niveles crecientes de glicerina, la producción de gas y los AGV aumentaron 
linealmente (P<0.05), la DMS y DFDN no se alteraron (P>0.05) con la inclusión de 7% y 14% 
de glicerina, pero al incluir 21% disminuyeron linealmente (P<0.05), la DFDA y DPC en los 
forrajes Pennisetum clandestinum y Brachiaria humidicola aumentaron con la inclusión de 7% 
de glicerina, pero al incluir 21% disminuyeron (P<0.05) en todos los forrajes. La concentración 
de amonio aumentó linealmente (P<0.05) con los forrajes Pennisetum clandestinum y 
Megathyrsus maximus , pero con el forraje Brachiaria humidicola disminuyó (P<0.05). Los 
resultados indican que el efecto supresor de la glicerina, en las emisiones de metano, 
dependen del tipo de sustrato utilizado y el nivel de inclusión. Sin embargo, el efecto promotor 
de la glicerina, en la concentración de AGV (especialmente ácido propiónico), se reflejó en 
todos los forrajes utilizados y aumentó a medida que se aumentó el nivel de inclusión de 
glicerina.  
 
Palabras clave: glicerina, niveles, forrajes, degradabilidad, AGV e in vitro. 
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6.2 Introducción 
 
La baja digestibilidad de los alimentos para rumiantes, disminuye el flujo de AGV y proteína 
microbiana necesarios para obtener la energía de mantenimiento, crecimiento y producción en 
los bovinos. Adicionalmente, la producción de metano (CH4) a nivel ruminal, genera una 
ineficiente conversión de la energía obtenida del alimento, en una forma que no puede ser 
aprovechada por los animales, ya que las emisiones de metano representan pérdidas de hasta 
15% de la energía bruta obtenida del alimento (Johnson y Johnson, 1995).  
 
Por otra parte, el metano es un potente gas de efecto invernadero, con un potencial de 
calentamiento 21 veces mayor que el del CO2 (IPCC, 2007), por lo que una reducción en las 
emisiones de metano, no solo tendría potencial para mejorar la eficiencia en la utilización de 
nutrientes por parte del animal, sino que podría ayudar a reducir el creciente calentamiento 
global. La manipulación de la dieta se encuentra entre las prácticas más rápidamente 
disponibles para mitigar la emisión de CH4 entérico (Johnson y Johnson, 1995).  
La suplementación de bovinos con glicerol o glicerina tiene potencial para reducir las emisiones 
de metano y aumentar la eficiencia en el uso de la energía de dietas para rumiantes, debido a 
que el producto final de la fermentación de glicerina es principalmente propionato y existe una 
relación inversa entre la producción de metano y la producción de propionato (Lee et al., 2011). 
Asi mismo, la glicerina es un subproducto de la extracción de biodisel, lo que la convierte en un 
atractivo suplemento por su bajo costo y fácil obtención. Sin embargo pocos datos han sido 
reportados para documentar dicho efecto, por lo que se necesitan estudios que investiguen los 
efectos en los parámetros de la fermentación ruminal y la producción de metano, al adicionar 
glicerina a la dieta de bovinos. 
Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la inclusión de 7, 14 y 
21% de glicerina sólida en tres forrajes tropicales (Pennisetum clandestinum, Megathyrsus 
maximus  y Brachiaria humidicola), sobre las emisiones de metano y los parámetros de la 
fermentación ruminal in vitro. 
 
 
 
6.3 Materiales y métodos 
 
La descripción detallada de los materiales y métodos se presentó en el capítulo 2, en este 
capítulo se presenta un resumen, debido a que la metodología utilizada es la misma. 
 
 
6.3.1 Localización 
 
El trabajo experimental se realizó en el laboratorio de Biotecnología Ruminal (BIORUM), 
perteneciente al Departamento de Producción Animal, ubicado en la Universidad Nacional de 
Colombia, Sede Medellín. El laboratorio está situado en el noroccidente del país, sobre 
la cordillera central de los Andes en las coordenadas 6°13′55″N 75°34′05″O. La latitud y altitud 
de la ciudad dan como resultado un clima tropical subhúmedo, con una temperatura que oscila 
entre 16 y 28 °C y una precipitación media anual de 1.656 mm. 
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6.3.2 Dietas y tratamientos asignados 
 
Se utilizaron tres forrajes de calidad nutricional contrastantes conocidos comúnmente como 
pasto Kikuyo (Pennisetum clandestinum), pasto Guinea (Megathyrsus maximus ) y pasto 
humidicola (Brachiaria humidicola). Cada forraje se evaluó independientemente como el 
tratamiento control.  
 
La glicerina sólida, se obtuvo de la empresa NutraseutiKa, empresa especializada en la 
conversión de glicerina liquida a sólida. La glicerina sólida, es un polvo de color beige, inoloro e 
higroscópico (alto índice de solubilidad en agua) con un 93% de glicerina, 8% de humedad, 8% 
de minerales (fundamentalmente ricos en Na o K), 3.85 Mcal/Kg de energía bruta y libre de 
metanol. A continuación se pesenta su prefil de ácido grasos: 
 
 
Nombre (Ácido) Tipo Nivel 
Mirístico C14:0 0.84 
Palmítico C16:0 40.13 
Palmitoléico C16:1 0.13 
Esteárico C18:0 4.75 
Oleico C18:1 43.19 
Linoleico C18:2 10.58 
Linolénico C18:3 0.16 
 
 
Los tratamientos asignados a cada uno de los forrajes (de alta, media y baja calidad 
nutricional), fueron los siguientes: 
 
Tratamiento 1: Pennisetum clandestinum solo. 
Tratamiento 2: Pennisetum clandestinum + 7% de la MS en glicerina sólida. 
Tratamiento 3: Pennisetum clandestinum + 14% de la MS en glicerina sólida. 
Tratamiento 4: Pennisetum clandestinum + 21% de la MS en glicerina sólida. 
Tratamiento 1: Megathyrsus maximus  solo. 
Tratamiento 2: Megathyrsus maximus  + 7% de la MS en glicerina sólida. 
Tratamiento 3: Megathyrsus maximus  + 14% de la MS en glicerina sólida. 
Tratamiento 4: Megathyrsus maximus  + 21% de la MS en glicerina sólida. 
Tratamiento 1: Brachiaria humidicola solo. 
Tratamiento 2: Brachiaria humidicola + 7% de la MS en glicerina sólida. 
Tratamiento 3: Brachiaria humidicola + 14% de la MS en glicerina sólida. 
Tratamiento 4: Brachiaria humidicola + 21% de la MS en glicerina sólida. 
 
De forma más gráfica y registrando la cantidad incorporada en la técnica de gases de glicerina 
sólida, los tratamientos utilizados fueron los siguientes: 
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Figura 6-1. Niveles de inclusión de glicerina y cantidades incorporadas del producto comercial 
en la técnica de gases  
 
     0.0%   Tratamiento control 
 
7.0%   0.0376 gr. de Glicerina 
      Glicerina 
     14%   0.0753 gr. de Glicerina 
  
     21%   0.1129 gr. de Glicerina 
 
 
6.3.3 Calidad nutricional de los forrajes 
 
Los forrajes fueron secados por 48 horas, en una estufa de aire forzado a 60° C, hasta alcanzar 
un peso constante, molidos en un molino Fritsch (Idar Oberstein®- Germany) y pasados por 
una criba porosa con un diámetro de 1 µm. Posteriormente, se les determinó el contenido de 
nitrógeno mediante el método  Kjeldhal (A.O.A.C., 1984) en un equipo VELP Scientifica®. El 
contenido de proteína cruda (%PC) se obtuvo al multiplicar el contenido de nitrógeno por el 
factor de conversión de 6,25. Los contenidos de Fibra en Detergente Neutro (%FDN), Fibra en 
Detergente Ácido (%FDA) y Lignina (%LIG) de los forrajes, fueron determinados por la técnica 
secuencial descrita por Van Soest et al. (1991) y Goering y Van Soest (1970), respectivamente, 
y para ello se utilizó un analizador de fibra ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, 
Fairport, USA).  
 
La determinación de cenizas (CEN) se obtuvo por incineración directa a 500°C por dos horas, 
usando una mufla, según el método descrito por Van Soest y Robertson (1985). La materia 
orgánica (MO) fue calculada por la diferencia entre los valores de la materia seca y cenizas. 
Simultáneamente, se determinó el extracto etéreo (EE) de los forrajes con un analizador de 
grasa ANKOM XT15 mediante el método Soxhlet, en el cual se utiliza éter de petróleo como 
solvente extractor de grasa a una temperatura de 90°C por una hora (A.O.A.C., 1984). La 
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) de cada uno de las pasturas, se determinó a 
48 horas de incubación, utilizando un incubador  Daisy II® de la marca ANKOM  (Ankom 
Technology., 2004), siguiendo la metodología descrita por (Goering y Van Soest, 1970). 
 
 
6.3.4 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal  
 
Se realizaron tres pruebas con la técnica de gases, una con cada forraje, utilizando la 
metodología descrita por Theodorou et al. (1994) y se midieron los parámetros de la 
fermentación ruminal a 24 y 48 horas de incubación. Para ello, se utilizó medio de cultivo 
compuesto por soluciones de microminerales, buffer, macrominerales, solución reductora y 
resarzurina, siguiendo los protocolos dispuestos por Goering y Van Soest (1970) y líquido 
ruminal colectado de cuatro (4) animales bovinos de la raza Holstein, canulados al rumen. 
 
Los parámetros medidos fueron; volumen de gas (Gas) utilizando un transductor de presión y 
siguiendo la metodología descrita por Theodorou et al. (1994), degradabilidad de la materia 
seca (DMS) filtrando el residuo y calculándola por diferencia entre lo incubado y lo obtenido 
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pos-incubación, degradabilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) y en detergente ácido 
(DFDA) sometiendo una parte del residuo a la técnica secuencial descrita por Van Soest et al., 
(1991) y Goering y Van Soest (1970), respectivamente, por medio de un analizador de fibra 
ANKOM220® (ANKOM Technology Corporation, Fairport, USA). 
 
La degradabilidad de la proteína cruda (DPC) se realizó, sometiendo una parte del residuo a un 
lavado con metil-celulosa (metodología descrita por Huntington y Givens, 1995) y 
posteriormente al método Kjeldahl, usando un equipo marca VELP Scientifica® UDK 142 
(A.O.A.C., 1984), el potencial de hidrógenos (pH) del efluente se midió con un pH-metro 
(Schoot Instruments® Modelo 2006), la concentración de amonio (NH3-N) se determinó 
siguiendo la metodología descrita por AOAC (2005) con la utilización de un electrodo selectivo 
ISE-NH3 (marca metrhom modelo SM703), la concentración de metano y AGV se efectuaron 
por cromatografía de gases utilizando un cromatógrafo de gases marca Shimadzu modelo GC-
2014 (Shimadzu Corporation, Japón). 
 
 
6.3.5 Análisis estadístico 
 
Los datos de las variables respuesta, fueron sometidos a un análisis de varianza utilizando el 
procedimiento GLM del programa estadístico SAS (2001) versión 9.1.3 bajo un diseño de 
bloques completos al azar con un arreglo factorial, de acuerdo al siguiente modelo estadistico: 
 
Yijk = μ + Fi + Nj + (FN) ij + Bk + Eijk 
Donde: 
 
µ : es la media global 
Fi: es el efecto del nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) 
Nj: es el efecto del nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
(FN) ij= es la interacion entre el nivel i¡ésimo del factor A (tipo de forraje); (i = 1,2,… , a) y el 
nivel j¡ésimo del factor B (nivel de inclusion del aditivo); (j = 1,2,… , a) 
Bk: es el efecto del bloque ‘k”, con k = 1,2,…..,r 
Eijk: es el error experimental, que incluye el número de réplicas (k = 1,2,… , r) y de 
observaciones (n = r∑i bi). 
 
Cuando se detectó un efecto significativo las medias de los tratamientos se compararon por 
medio de la prueba de la diferencia  honesta significativa de Tukey a un nivel de significancia 
de 0.05. Para cada tiempo de incubación (24 o 48 horas) se efectuó una prueba independiente 
y se analizaron los datos de manera separada. 
 
Adicionalmente, se realizó regresiones lineales y cuadráticas para determinar el efecto de 
niveles crecientes del aditivo. 
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6.4 Resultados 
 
 
6.4.1 Composición química de los forrajes 
 
Durante la selección de los forrajes se tuvo la intención de buscar aquellos que tuvieran calidad 
nutricional contrastante, de manera que representaran la diversidad en Colombia. Por ello, se 
escogieron estos tres forrajes que representan los forrajes de baja, media y alta calidad 
nutricional. 
 
Tabla 6-1. Composición química de los tres forrajes usados en las pruebas in vitro. 
Substrato (Tratamiento) PC% FDN% FDA% LIG% CEN% MO% EE% DIVMS% 
Pennisetum clandestinum 22,2 59,0 24,9 1,9 11,8 88,2 3.14 79.05 
Megathyrsus maximus  11.1 69.7 37.7 3,7 14.4 85.6 1.46 47.12 
Brachiaria humidicola 6.0 75.4 38.6 4,7 7.3 92.7 1.30 38.03 
PC= proteína cruda, FDN= Fibra detergente neutro,  FDA= Fibra detergente ácida, LIG= Lignina, CEN= Cenizas, MO=Materia 
orgánica,  EE= Extracto Etéreo y DIVMS=Degradabilidad In Vitro de la materia seca.  
 
Una vez seleccionados los forrajes más contrastantes y representativos del país, se pasó a 
evaluar su actividad fermentativa al ser suplementados con tres niveles de inclusión de 
glicerina sólida. 
 
 
6.4.2 Emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal 
 
Los resultados de las tres técnicas de gases realizadas con los forrajes Pennisetum 
clandestinum, Megathyrsus maximus  y Brachiaria humidicola suplementados con 7%, 14% y 
21% de la materia seca en glicerina sólida, a 24 y 48 horas de incubación se presentan en las 
Tablas 6-2, 6-3 y 6-4. 
 
La producción de gas al incluir niveles crecientes de glicerina sólida (Tabla 6-2) en el forraje 
Pennisetum clandestinum, no presentó diferencias significativas (P>0.05) con respecto al 
control al incluir 7% de glicerina, pero al incluir 14 y 21%, la producción de gas aumentó 
linealmente (P<0.05), tanto a 24 como a 48 horas de incubación. Con el forraje Megathyrsus 
maximus  la producción de gas no se afecto (P>0.05) al incluir 7 y 14% de glicerina, pero con la 
inclusión de 21% aumentó linealmente (P<0.05), tanto a 24 como a 48 horas de incubación.  
 
Con el forraje Brachiaria humidicola a 24 horas de incubación, la inclusión de 7 y 14% de 
glicerina no afectó (P>0.05) la producción de gas, pero al incluir 21% de glicerina aumentó 
linealmente (P<0.05), a las 48 horas de incubación el efecto cambio, la inclusión de 7 y 14% de 
glicerina aumentó cuadraticamente (P<0.05) la producción de gas y al incluir 21% de glicerina 
no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) con respecto al control. 
 
El pH no se afectó con la inclusión de niveles crecientes de glicerina en los forrajes evaluados 
(Tabla 6-2). Es decir, que no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre 
tratamientos, con excepción de cuando se agregó en el forraje Megathyrsus maximus  21% de 
glicerina a 48 horas de incubación, ya que disminuyó en 1.83% con respecto al control. 
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Tabla 6-2. Producción de gas, pH, NH3-N,  DMS, DFDN, DFDA y DPC de los tres forrajes 
evaluados suplementados con tres niveles de glicerina sólida, a 24 y 48 horas de incubación 
ruminal in vitro. 
Variable F 
Glicerina (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 7.0 14.0  21.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 92.81b 92.29b 100.44a 102.27a 
1.23 
0.0013 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 87.22a 71.95b 74.31b 80.68a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 74.55b 76.59b 78.01ab 83.04a <.0001 NS   
pH (un) Pc 6.59 6.62 6.54 6.52 
0.03 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 6.49 6.5 6.46 6.43 NS NS  <.0001 
 Bh 6.64 6.61 6.6 6.53 NS NS   
NH3(mg/dl) Pc 13.02 12.82 12.32 11.85 
0.25 
0.0027 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 8.60a 7.30b 6.21b 6.92b 0.0007 <.0001  <.0001 
  Bh 11.59a 10.98ab 10.86ab 10.03b 0.0057 NS   
DMS (%) Pc 62.16a 63.51a 60.90ab 59.28b 
0.54 
0.0093 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 49.28a 47.08ab 44.08c 46.02bc 0.0016 0.0011  <.0001 
 Bh 44.23a 43.94a 42.98ab 40.96b <.0001 NS   
DFDN (%) Pc 59.17a 59.19a 57.40a 53.58b 
0.80 
0.0026 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 45.46a 42.00ab 43.66ab 40.99b 0.0040 NS  <.0001 
 Bh 35.78ab 39.02a 36.72ab 34.92b NS 0.0028   
DFDA (%) Pc 57.90b 63.63a 54.27bc 52.11c 
1.02 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 42.14 38.64 40.82 38.51 NS NS  <.0001 
 Bh 32.50b 38.30a 36.68ab 36.19ab NS 0.0069   
48 horas de incubación 
Gas (ml) Pc 154.39b 152.52b 165.45a 168.18a 
1.44 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 138.93b 137.10b 142.19ab 147.73a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 132.24c 139.42b 146.70a 136.02bc NS 0.0002   
pH (un) Pc 6.54 6.54 6.5 6.48 
0.02 
NS NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 6.54a 6.47ab 6.48ab 6.42b 0.0058 NS  
 Bh 6.47 6.45 6.44 6.38 0.0032 NS  
NH3(mg/dl) Pc 11.36b 18.39a 17.53a 18.77a 
0.39 
0.0003 0.0006 
<.0001 
  
<.0001  Mm 20.04c 24.41b 24.80b 37.40a <.0001 0.0032  <.0001 
  Bh 14.33a 10.08b 11.55b 11.71b NS 0.0027   
DMS (%) Pc 76.66 77.01 75.37 75.03 
0.55 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 58.91a 56.16b 55.72b 54.63b <.0001 NS  <.0001 
 Bh 56.70a 56.51a 54.95a 52.27b <.0001 NS   
DFDN (%) Pc 77.35 78.58 78.06 76.49 
0.83 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 60.15a 56.11ab 55.28b 53.48b 0.0002 NS  <.0001 
 Bh 55.39a 52.95ab 51.70ab 50.71b <.0001 NS   
DFDA (%) Pc 81.29a 79.46a 80.35a 75.04b 
0.86 
0.0095 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 55.49 54.12 53.37 54.27 NS NS  <.0001 
 Bh 54.31a 50.92ab 51.25ab 47.37b <.0001 NS   
Gas (ml)= Producción de gas en mililitros. pH (un)= Potencial de hidrogeniones en unidades. NH3 (mg/L)=Cantidad de amonio en 
miligramos por litro. DMS (%)= Degradabilidad de la materia seca en porcentaje. DFDN (%)= Degradabilidad de la Fibra en 
Detergente Neutro en porcentaje. DFDA (%)=Degradabilidad de la Fibra en Detergente Ácido en porcentaje. F= forraje.  N= nivel de 
inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con 
letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  
NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
 
La concentración de amonio al incluir glicerina (Tabla 6-2) en el forraje Pennisetum 
clandestinum a 24 horas de incubación no se afectó (P>0.05), pero a 48 horas de incubación 
aumentó lineal y cuadraticamente (P<0.05) con la inclusión 7, 14 y 21% de glicerina sólida. Con 
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el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación, la concentración de amonio 
disminuyó linealmente (P<0.05) al incluir 7, 14 y 21% de glicerina sólida, pero pasadas 48 
horas de incubación, el efecto cambió y la concentración de amonio aumentó linealmente 
(P<0.05) con todos los niveles de glicerina.  
 
Tabla 6-3. Emisiones de metano de los tres forrajes evaluados suplementado con tres niveles 
de glicerina sólida, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
Glicerina (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 7.0 14.0  21.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 33.57 37.01 34.01 39.54 
1.58 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 24.57 23.64 29.86 30.36 0.0039 NS  <.0001 
 Bh 17.94 21.81 21.22 21.66 NS NS   
CH4(ml/gd) Pc 107.79b 117.69ab 111.29ab 138.17a 
5.50 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 96.08b 86.30b 133.16a 136.71a 0.0004 NS  <.0001 
 Bh 81.23 98.59 102.85 105.65 0.0012 NS   
CH4 (ml/gi) Pc 66.93ab 73.63ab 58.70b 78.91a 
3.23 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 48.30ab 41.64b 58.80a 62.51a 0.0019 NS  <.0001 
  Bh 35.4 43.19 41.83 42.88 NS NS   
48 horas de incubación 
CH4(ml) Pc 61.03b 38.62c 76.93a 70.09ab 
2.79 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 56.75 62.43 61.58 61.67 NS NS  <.0001 
 Bh 48.84b 52.24ab 61.74ab 63.50a <.0001 NS   
CH4(ml/gd) Pc 160.90a 99.34b 201.97a 185.49a 
9.86 
NS NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 203.87ab 186.12b 243.42a 223.80ab NS NS  
 Bh 203.87ab 186.12b 243.42a 223.80ab <.0001 NS  
CH4 (ml/gi) Pc 121.59b 76.69c 153.05a 139.19ab 
4.49 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 111.75 122.79 132.66 121.01 NS 0.0006  <.0001 
  Bh 96.86b 108.69ab 121.93ab 125.70a <.0001 NS   
CH4 =Metano, CH4 (ml)=Concentración de metano en mililitros, CH4 (ml/gd)=Concentración de metano en mililitros por gramo de 
materia seca degradada, CH4 (ml/gi)=Concentración de metano en mililitros por gramo de materia seca incubada. F= forraje.  N= 
nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores 
medios con letras distintas entre columnas, difieren estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la 
media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
 
Con el forraje Brachiaria humidicola a 24 horas de incubación, la inclusión de 7 y 14% de 
glicerina sólida no afectó (P>0.05) la concentración de amonio, pero al incluir 21% de glicerina 
disminuyó (P<0.05), luego de 48 horas de incubación la concentración de amonio disminuyó 
linealmente (P<0.05) con la inclusión de todos los niveles de glicerina. 
 
La DMS en el forraje  Pennisetum clandestinum a 24 horas de incubación, no presentó 
diferencias significativas (P>0.05) con respecto al control al incluir los niveles 7 y 14% de 
glicerina, pero la inclusión de 21% de glicerina disminuyó linealmente (P<0.05). Sin embargo, 
pasadas 48 horas de incubación el efecto de la inclusión de 21% de glicerina, desapareció y no 
se presentaron diferencias (P>0.05) en la DMS con ninguno de los niveles de glicerina 
evaluados (Tabla 6-2). 
 
Con el forraje Megathyrsus maximus a 24 horas de incubación, la DMS no se afectó (P>0.05) al 
incluir 7% de glicerina, pero con la inclusión de 14 y 21% de glicerina disminuyó linealmente 
(P<0.05). A 48 horas de incubación la DMS disminuyó linealmente (P<0.05) con la inclusión de 
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todos los niveles de glicerina sólica. Con el forraje Brachiaria humidicola la DMS no se afectó 
(P>0.05) al incluir 7 y 14% de glicerina sólida, pero con el nivel de inclusión máximo (21%) 
disminuyó linealmente (P<0.05), tanto a 24 como a 48 horas de incubación (Tabla 6-2). 
 
La DFDN al incluir niveles crecientes de glicerina (Tabla 6-2) en el forraje Pennisetum 
clandestinum a 24 horas de incubación, no se afectó (P>0.05) cuando se incorporaron 7 y 14% 
de glicerina y al incorporar 21% de glicerina disminuyó (P<0.05), pero a 48 horas de incubación 
ya no se afectó (P>0.05) con la inclusión de ninguno de los niveles de glicerina.  
 
Con el forraje Megathyrsus maximus  a 24 horas de incubación, ocurrió lo mismo que con el 
forraje Pennisetum clandestinum a 24 horas de incubación, pero a 48 horas de incubación 
aunque con la inclusión de 7% de glicerina la DFDN no se afectó (P>0.05), al incluir 14 y 21% 
disminuyó (P<0.05). Con el forraje Brachiaria humidicola la DFDN no se afectó (P>0.05) con la 
inclusión de ninguno de los niveles de glicerina, pero pasadas 48 horas la inclusión de 21% la 
disminuyó linealmente (P<0.05). 
 
La DFDA al incluir niveles crecientes de glicerina (Tabla 6-2), con el forraje Pennisetum 
clandestinum a 24 horas de incubación, al incluir 7% de glicerina aumentó linealmente 
(P<0.05), al incluir 14% de glicerina no se afectó (P>0.05) y al incluir 21% de glicerina 
disminuyó linealmente (P<0.05), a 48 horas de incubación no se alteró (P>0.05) con la inclusión 
de 7 y 14% de glicerina, pero al incluir 21% disminuyó (P<0.05).  
 
Con el forraje Megathyrsus maximus  no se afectó la DFDA al incluir todos los niveles de 
glicerina evaluados, tanto a 24 como a 48 horas de incubación. Con el forraje Brachiaria 
humidicola durante 24 horas de incubación, al incluir 7% de glicerina la DFDA aumentó en 
17.85% pero al incluir 14% y 21% de glicerina no se presentaron diferencias significativas 
(P>0.05) y a 48 horas de incubación no se alteró (P>0.05) con la inclusión de 7 y 14% de 
glicerina, pero al incluir 21% disminuyó linealmente (P<0.05). 
 
La concentración de metano en ml con la inclusión de glicerina (Tabla 6-3) en el forraje 
Pennisetum clandestinum a 24 horas de incubación, no se afectó (P>0.05) con la inclusión de 
glicerina, pero pasadas 48 horas de incubación al incluir 7% de glicerina, la concentración de 
metano disminuyó (P<0.05) en 36.72%, al incluir 14% de glicerina aumentó (P<0.05) y al incluir 
21% no se afectó (P>0.05). 
 
Con el forraje Megathyrsus maximus  la concentración de metano no se afectó (P>0.05) al 
incluir niveles crecientes de glicerina, ni a 24 ni a 48 horas de incubación. Con el forraje 
Brachiaria humidicola durante 24 horas de incubación, no se presentaron diferencias 
significativas (P>0.05) entre tratamientos, pero a 48 horas de incubación al incorporar 21% de 
glicerina la concentración de metano aumentó linealmente (P<0.05). 
 
La concentración de AGV con la inclusión de niveles crecientes de glicerina (Tabla 6-4) en los 
forrajes evaluados, presentó un efecto similar, es decir que en términos generales la 
concentración molar de AGV totales y la porporción de propiónico aumentaron linealmente 
(P<0.05)  y la proporción de acético y la relación acético/ propiónico disminuyeron  linealmente 
(P<0.05) a medida que se aumentaba el nivel de inclusión de glicerina, tanto a 24 como a 48 
horas de incubación. 
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Tabla 6-4. Ácidos grasos volátiles (AGV) de los tres forrajes suplementados con tres niveles de 
glicerina sólida, a 24 y 48 horas de incubación ruminal in vitro. 
Variable F 
Glicerina (%) 
ESM 
Valor p 
0.0 7.0 14.0 21.0 Lineal Cuadratico N  F N*F 
24 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 42.17c 48.83b 54.65ab 56.30a 
1.29 
<.0001 NS 
<.0001 
  
0.0008  Mm 25.15c 34.75b 36.61b 47.53a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 38.74b 45.40a 47.44a 51.02a <.0001 NS   
Acético (%) Pc 61.02a 60.20a 54.38b 52.01b 
0.66 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 60.74a 58.12a 52.81b 49.60b <.0001 NS  <.0001 
 Bh 61.12a 59.88a 55.86b 51.34c <.0001 NS   
Propiónico(%) Pc 29.73b 31.72b 37.60a 40.68a 
0.71 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 32.67b 34.15b 39.95a 42.55a <.0001 NS  <.0001 
  Bh 29.25c 32.25bc 35.67b 40.39a <.0001 NS   
RelaciónA:P Pc 2.06a 1.90a 1.45b 1.28b 
0.05 
<.0001    NS 
    <.0001 
  
<.0001  Mm 1.87a 1.71a 1.32b 1.17b <.0001    NS  <.0001 
 Bh 2.09a 1.86a 1.57b 1.27c <.0001    NS   
Butírico (%) Pc 7.74 6.99 7.03 6.37 
0.29 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 8.44 7.24 7.69 7.53 NS NS  <.0001 
 Bh 8.44 7.24 7.69 7.53 NS NS   
Valérico (%) Pc 1.19a 0.83b 0.77b 0.73b 
0.07 
0.0003 NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 0.39 0.58 0.46 0.48 NS NS  
 Bh 0.88a 0.43b 0.56ab 0.54ab NS NS  
Isovalérico(%) Pc 0.31a 0.24ab 0.21ab 0.20b 
0.02 
0.0003 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 0.17 0.24 0.19 0.19 NS NS  <.0001 
 Bh 0.30a 0.18b 0.21ab 0.19b NS NS   
48 horas de incubación 
AGV (mmol/l) Pc 65.30b 81.30a 71.58ab 71.40b 
1.97 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 48.45c 54.50bc 59.23ab 64.67a <.0001 NS  <.0001 
 Bh 55.12b 58.97b 62.82ab 71.94a <.0001 NS   
Acético (%) Pc 62.13a 59.53b 55.36c 51.75d 
0.52 
<.0001 NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 61.76a 57.80b 54.90c 51.97d <.0001 NS  
 Bh 62.73a 59.78b 57.62b 53.79c <.0001 NS  
Propiónico(%) Pc 27.76d 31.81c 36.06b 39.24a 
0.52 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 28.86d 33.35c 36.60b 39.44a <.0001 NS  <.0001 
  Bh 26.97d 30.17c 33.11b 37.82a <.0001 NS   
RelaciónA:P Pc 2.24a 1.88b 1.54c 1.32d 
0.04 
<.0001 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 2.14a 1.73b 1.50c 1.32c <.0001 0.0008  <.0001 
 Bh 2.33a 1.98b 1.74c 1.43d <.0001 NS   
Butírico (%) Pc 7.43 6.25 6.24 6.87 
0.36 
NS NS 
<.0001 
 
<.0001 <.0001  Mm 6.97 6.56 6.31 6.45 0.0012 0.0022  
 Bh 8.09 7.87 7.38 6.63 <.0001 NS  
Valérico (%) Pc 2.17a 2.04ab 1.88ab 1.74b 
0.06 
0.0009 NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 1.91a 1.82a 1.73ab 1.70b <.0001 NS  <.0001 
 Bh 1.72 1.71 1.46 1.39 0.0004 NS   
Isovalérico(%) Pc 0.51a 0.39b 0.44ab 0.40b 
0.02 
NS NS 
<.0001 
  
<.0001  Mm 0.50 0.46 0.44 0.43 <.0001 NS  <.0001 
 Bh 0.49a 0.47a 0.42ab 0.36b <.0001 NS   
TotalAGV=Ácidos grasos volátiles totales en milimoles por litro. F= forraje.  N= nivel de inclusion del aditivo. Pc= Pennisetum 
clandestinum. Mm= Megathyrsus maximus. Bh= Brachiaria humidicola. Valores medios con letras distintas entre columnas, difieren 
estadísticamente, según prueba deTukey (P<0.05).   ESM= Error estándar de la media.  NS= no significativo. ‡ Lineal= efecto 
lineal. ‡ Cuadrático= efecto cuadrático. 
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6.5 Discusión 
 
Dentro de los parámetros de la fermentación ruminal evaluados, la producción de gas aumentó 
(P<0.05) con la inclusión de los niveles más altos (14 y 21%) de glicerina. Del mismo modo, 
Ferraro et al. (2009) encontraron en un estudio in vitro al adicionar 320 y 640 µl de glicerol, que 
el mayor volumen de gas fue producido con la mayor dosis de glicerol, la cual mostró también 
la tasa más lenta de producción de gas. En el mismo sentido, Krueger et al. (2010) en una 
prueba in vitro encontraron un aumento lineal en la producción de gas cuando se añadió 100, 
200 y 400 g/kg de MS en glicerol a heno de alfalfa. 
 
Sin embargo, Avila et al. (2011) al sustituir en una dieta basada en grano de cebada y ensilajes 
de cebada, por glicerol en 0, 70, 140 y 210 g/kg de Materia Seca (MS) usando una  técnica in 
vitro, encontraron que la producción de gas acumulado no presentó diferencias estadísticas 
(P>0.05) en ninguno de los niveles evaluados. La ausencia de efecto de la glicerina en la 
producción de gas, en el estudio de Avila et al. (2011), muy posiblemente se debe a que los 
sustratos utilizados al igual que la glicerina, son rápidamente fermentables por lo que la 
respuesta de la glicerina pudo enmascararse. 
 
Según Trabue et al. (2007), el 80% de la glicerina es metabolizada por los microorganismos del 
rumen después de 24 horas in vitro. Además la glicerina se fermenta en su mayoría a 
propionato (Lee et al., 2011) y como uno de los productos finales de la producción de 
propionato es el CO2 (Demeyer y Henderickx, 1967), es de esperarse que la producción de gas 
aumente con la inclusión de glicerina a la dieta. 
 
El potencial de hidrógenos (pH) tanto a 24 como a 48 horas de incubación no presentó 
diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos, pese a que fue evidente un aumentó en la 
concentración de AGV totales con la inclusión de glicerina y según Krause y Oetzel (2006), el 
pH del liquido ruminal está determinado en gran medida por la concentración de AGV. 
Posiblemente la baja variabilidad en el pH del licor ruminal, se deba a la incluisión de 
soluciones buffer que se utilizan en técnicas cerradas, como la técnica de gases. 
 
Al igual que en nuestro trabajo en una prueba de fermentación ruminal in vitro, Lee et al. (2011) 
no encontraron diferencias significativas al comparar el pH de tratamientos con glicerina, alfalfa 
y maíz, después de 24 horas de incubación. Del mismo modo, Kass et al. (2012) reemplazando 
harina de cebada por dosis crecientes de glicerol crudo, no encontraron diferencias 
significativas (P>0.05) en el pH ruminal. Por su parte, El-Nor, et al. (2010) no encontraron 
diferencias estadísticas (P>0.05) en el pH, al usar fermentadores de flujo semicontínuo para 
evaluar el efecto de la sustitución de maíz con glicerol (0, 36, 72 y 108 g de glicerol por Kg de 
MS).  
 
Igualmente, Avila et al. (2011) al sustituir en una dieta basada en grano de cebada y ensilajes 
de cebada, por glicerol usando una  técnica in vitro, encontraron que el pH no presentó 
diferencias estadísticas (P>0.05) en ninguno de los niveles evaluados. La glicerina o glicerol no 
es un suplemento conocido por alterar el pH ruminal, además como se menciono 
anteriromente, la alta capacidad de tamponamiento generada en nuestro sistema in vitro, al 
utilizar soluciones buffer que imitan la saliva que ingresa al rumen desde la boca del animal, 
puede evitar variaciones en el pH. 
 
La concentración de amonio (NH3-N) con los forrajes Pennisetum clandestinum y Megathyrsus 
maximus  aumentó al incluir niveles crecientes de glicerina y con el forraje Brachiaria 
126 Efecto de varios aditivos y suplementos nutricionales en las emisiones de metano y 
los parámetros de la fermentación ruminal in vitro 
 
humidicola disminuyó. El aumentó en la concentración de amonio en los dos primeros forrajes, 
muy posiblemente se deba a que sus altos contenidos de proteína cruda sirvieron de sustrato 
para que los microorganismos ruminales fermentaran hasta amonio, ya que la fermentación de 
la glicerina en rumen es muy rápida (Trabue et al., 2007).  
 
En ese orden de ideas, el aumento en la concentración de amonio en los forrajes Pennisetum 
clandestinum y Megathyrsus maximus  puede estar enmarcado por la cantidad de nitrógeno en 
los forrajes, debido a que cuando los bovinos son alimentados con forrajes frescos de alta 
calidad nutricional, especialmente N, la mayor parte de las proteínas, durante la masticación, se 
convierte en N rápidamente soluble y se libera entre 56 y 65% de la proteína en el rumen como 
proteína soluble. En consecuencia, una gran cantidad de proteína soluble es degradada por los 
microorganismos del rumen, lo que da como resultado excedentes de amoniaco (20-35%), que 
se absorben en el rumen y se excretan en orina (Patra y Saxena 2010). 
 
Por otra parte, como ocurrió con el pasto Brachiaria humidicola en el presente estudio, Lee et 
al. (2011) encontraron que la concentración de amoniaco en el tratamiento con glicerina, fue 
menor que en otros tratamientos (alfalfa y maíz) y Wang et al. (2009) afirmaron que la 
producción de amonio fue disminuyendo a medida que se incrementaron los niveles de 
inclusión de glicerina (100, 200 y 300 gr/animal/día).  
 
La reducción en la concentración del amoniaco ruminal, podría deberse a un aumento en el 
crecimiento de poblaciones de microorganismos ruminales, lo que aumentarían el consumo de 
N dietario por parte de dichas poblaciones, especialmente las colinas celulolíticas que 
aumentan con la suplementación de glicerina (Wang et al., 2009). Según Russell et al. (1992) 
las bacterias celulolíticas obtienen todo su N, exclusivamente a partir del N amoniacal.  
 
La degradabilidad de la materia seca (DMS) disminuyó con la inclusión del nivel más alto (21%) 
de glicerina, pero con los niveles medio (14%) y bajo (7%) no se presentaron diferencias 
significativas (P>0.05) respecto al control. Al igual que en el presente estudio, Wang, et al. 
(2009) al adicionar dosis crecientes de glicerol, encontraron que con los niveles bajos de 
glicerina, la digestibilidad de la materia seca (DMS) no presentó diferencias significativas 
(P>0.05) con respecto al control (una dieta completamente mezclada o TMR), pero con 
mayores niveles de inclusión disminuyó (P<0.05). Del mismo modo, Paggi et al. (2004) 
encontraron que incrementos de 100, 200 y 300 mM de glicerina, reducen la degradabilidad in 
vitro de la materia seca hasta en un 15%.  
 
En otro estudio, El-Nor, et al. (2010) en fermentadores de flujo semicontínuo evaluaron el 
efecto de la sustitución de maíz con dosis relativamente bajas de glicerol (0, 36, 72 y 108 g de 
glicerol por Kg de MS) y encontraron que no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) 
en la DMS. Es posible que el efecto supresor de la glicerina en la DMS con los niveles más 
altos se deba a que según Roger, et al. (1992), inclusiones de glicerina de más del 5%, inhiben 
el crecimiento y la actividad celulolítica de las bacterias ruminales, lo que finalmente se traduce 
en una disminución en la digestibilidad total de la materia seca y componentes de la pared 
celular, particularmente cuando se suplementan forrajes.  
 
La degradabilidad de la fibra en detergente neutro (DFDN) disminuyó con la inclusión del nivel 
más alto (21%) de glicerina, pero con los niveles medio (14%) y bajo (7%) no se presentaron 
diferencias significativas (P>0.05) respecto al control. Al igual que en el presente estudio, 
Wang, et al. (2009) al adicionar niveles crecientes de glicerol, afirmaron que con bajos niveles 
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de suplementación de glicerina, la digestibilidad de pared celular (DFDN) no se vio afectada 
(P>0.05), mientras que con mayores niveles de inclusión (300 gr/animal) se afectó 
negativamente (P<0.05). En el estudio de El-Nor, et al. (2010) en fermentadores de flujo 
semicontínuo al evaluar el efecto de la sustitución de maíz con glicerol (0, 36, 72 y 108 g de 
glicerol por Kg de MS), encontraron que la DFDN disminuyó (P<0.05) con los niveles de 
inclusión más altos.  
 
Sin embargo, Donkin et al. (2009) observaron que la DFDN no se alteró (P>0.05) ante una 
inclusión máxima de 15% de glicerol. Del mismo modo, Almeida, et al. (2013) adicionando 
niveles de 0, 94, 191, 289  y 389 gr/Kg MS, no encontraron diferencias significativas (P>0.05) 
en la DFDN en ninguno de los niveles de inclusión. Es posible que el efecto supresor en la 
DFDN con dosis altas de glicerina, se deba a su efecto en los microorganismos del rumen, 
puesto que Valérie et al. (1992) demostraron que la actividad celulolítica de especies 
bacterianas como  Ruminococcus flavefaciens y Fibrobacter succinogenes, se reduce a medida 
que la concentración de glicerol aumenta.  
 
La degradabilidad de la fibra en detergente ácido (DFDA), disminuyó con la inclusión del nivel 
más alto (21%) de glicerina, pero con los niveles medio (14%) y bajo (7%) no se presentaron 
diferencias significativas (P>0.05) respecto al control. Es importante destacar, que con el forraje 
Megathyrsus maximus  no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) con ninguno de los 
niveles evaluados y con los forrajes Pennisetum clandestinum y Brachiaria humidicola al incluir 
7% de glicerina, la DFDA aumentó en 9.90% y 17.85% respectivamente a 24 horas de 
incubación. 
 
Al igual que en el presente estudio con el forraje Megathyrsus maximus , El-Nor et al. (2010) no 
encontraron diferencias significativas (P>0.05) en la DFDA, en fermentadores de flujo semi-
contínuo, evaluando el efecto de la sustitución de maíz con glicerol (0, 36, 72 y 108 g de 
glicerol por Kg de MS). Del mismo modo, Kass et al. (2012) al reemplazar harina de cebada por 
dosis crecientes de glicerol crudo, encontraron que no se presentaron diferencias significativas 
(P>0.05) en la DFDA. 
 
Al parecer la sensibilidad de los microorganismos ruminales a la glicerina, depende del nivel de 
inclusión utilizado, por lo que niveles altos de glicerina pueden reducir la capacidad de 
bacterias como R. albus para degradar la fibra, mediante la modificación de la permeabilidad de 
la membrana celular y por lo tanto afectar la actividad enzimática de bacterianas celulolíticas 
(El-Nor et al,. 2010). Pero niveles bajos de glicerina pueden promover la degradación de 
fracciones fibrosas como ocurrió en el presente estudio con los forrajes Pennisetum 
clandestinum y Brachiaria humidicola al incluir 7% de glicerina. 
 
La glicerina es conocida por sus efectos glucogénicos y por su rápida fermentación a 
propionato en el rumen, por lo que teóricamente era de esperarse que al incluir niveles 
crecientes de glicerina en forrajes tropicales, las emisiones metano disminuirían, debido a la 
relación inversa que existe entre la producción de metano y la producción de propionato (Lee et 
al., 2011). Sin embargo, la producción de metano a 48 horas de incubación con el forraje 
Pennisetum clandestinum al incluir 7% de glicerina disminuyó (P<0.05) en 36.72%, con el 
forraje Megathyrsus maximus  no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) con 
ninguno de los niveles de glicerina evaluados y con el forraje Brachiaria humidicola aumentó 
(P<0.05) en 30.02% al incluir 21% de glicerina.  
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Es probable que el aumento en la producción de metano al incluir el nivel más alto de glicerina, 
se deba a que generalmente cuando se adiciona al rumen un sustrato rápidamente fermentable 
como la glicerina, se espera que dicho sustrato tome la via del succinato para producir 
propionato. Sin embargo, la inclusión de glicerina es tál, que no solo se destima para la 
producción de propionato sino también una gran cantidad se destina para producir acetato, que 
toericamente aumenta la liberación de H, materia prima para producir metano. 
 
Hasta le fecha solo se conocen dos artículos que han evaluado la inclusión de glicerina en las 
emisiones de metano. El primero es el realizado por Lee et al. (2011) quienes en una prueba in 
vitro adicionando 0.5 g de glicerol en una dieta con alfalfa y maíz, no encontraron diferencias 
significativas (P>0.05) en la producción de metano a 24 horas de incubación, pero durante las 
primeras 12 horas de incubación, la producción de metano en los tratamientos con glicerina 
disminuyó en un 67%.  
 
El segundo estudio es el realizado por Avila et al. (2011), quienes evaluaron la producción de 
metano in vitro al sustituir una dieta basada en grano de cebada y ensilajes de cebada, por 
glicerol en 0, 70, 140 y 210 g/kg de MS, los resultados indicaron que la adición de glicerol en 
todos los niveles no generó ningún efecto (P>0.05) depresivo en la producción de metano.  
 
Nuestros resultados, son posiblemente el primer informe de los efectos de la glicerina en 
forrajes tropicales, sobre la producción de metano in vitro. Los resultados sugieren que el 
efecto de la glicerina en la producción de metano con sustratos a base de forrajes tropicales, 
depende del tipo de sustrato y el nivel de inclusión utilizado. Se requiere investigar los cambios 
en la comunidad microbiana durante la fermentación del glicerol en diferentes sustratos, 
teniendo en cuenta que estequiométricamente (más propionato y menos acetato en rumen), la 
suplementación de rumiantes con glicerol, puede ser un medio eficaz para reducir la producción 
de metano entérico por los rumiantes.  
 
Debido a que el presente estudio se realizó para obtener información básica sobre el efecto de 
la glicerina en las emisiones de metano, se utilizaron niveles de inclusión con un amplio rango 
entre ellos (7 unidades porcentuales entre cada uno), pero con base en los resultados 
obtenidos es recomendable utilizar niveles de glicerina más bajos. 
 
A diferencia de la respuesta en la concentración de metano al incluir glicerina en forrajes 
tropicales, que dependió del tipo de sustrato utilizado, la respuesta en los AGV fue la misma en 
todos los sustratos o forrajes evaluados. Es decir, que en términos generales la concentración 
molar de AGV totales y la proporción de propiónico aumentaron (P<0.05) y la relación A/P y la 
proporción de acético disminuyeron (P<0.05). 
 
Al igual que en el presente estudio, Lee et al. (2011) en una prueba in vitro evaluando 0.5 gr de 
glicerol a 0, 3, 6, 12, 24 y 48 horas de incubación, encontraron que la adición de glicerol 
favoreció la producción de propionato y disminuyó la de acetato, por lo que la relación 
acetato/propionato también disminuyó, sin afectar la concentración de butirato y los AGV 
totales a 24 horas de incubación.  
 
Del mismo modo, Rico et al. (2012) se evaluó el efecto de 0, 3, 5, y 8% de MS de glicerina 
sólida como un reemplazo del almidón en vacas lactantes, por medio de fermentadores in vitro 
de tipo semi-continuo (RUSITEC) y encontraron que la sustitución de almidón de maíz con 
glicerina sólida, aumentó linealmente las proporciones de propionato a expensas del acetato.  
Capítulo 4 129 
 
 
Igualmente, Avila et al. (2011) al sustituir, en una dieta basada en grano de cebada y ensilajes 
de cebada, por glicerol en 0, 70, 140 y 210 g/kg de Materia Seca (MS) usando una  técnica in 
vitro, encontraron que aunque la concentración de AGV totales no presentó diferencias 
estadísticas (p>0.05) en ninguno de los niveles evaluados, la concentración de acetato, butirato 
y la relación acetato/propionato disminuyeron, mientras que la concentración de propionato 
aumentó.  
 
Finalmente, El-Nor et al. (2010) en fermentadores de flujo semi-contínuo evaluaron el efecto de 
la sustitución de maíz con glicerol (0, 36, 72 y 108 g de glicerol por Kg de MS) y encontraron 
que la proporción molar de acetato disminuyó, mientras que las proporciones molares de 
butirato, valerato e isovalerato aumentaron. Muy posiblemente las diferencias entre estudios en 
la concentración de acetato y AGV totales varían en función del tipo de sustrato y el nivel de 
inclusión de glicerina utilizado, lo que sí está claro en todos los estudios es que con la inclusión 
de dosis crecientes de glicerina en la dieta, la concentración de propionato aumenta y la de 
acetato disminuye.  
 
Al parecer la suplementación de glicerina en la dieta de rumiantes, mejora la actividad 
microbiana de bacterias Gram negativas productoras de propionato, ya que según Krehbiel 
(2008) las principales especies presentes en el fluido ruminal después de fermentar glicerol son 
las Selenomonas, las cuales generan como productos principales propionato, lactato, succinato 
y acetato. 
 
 
 
6.6 Conclusiones 
 
El efecto de la glicerina sólida en las emisiones de metano depende del tipo de sustrato y del 
nivel de inclusión utilizado. 
 
La inclusión de 7% de glicerina en forrajes de alta calidad nutricional como el Pennisetum 
clandestinum, bajo nuestra condiciones experimentales, disminuye la producción de metano en 
36.72%, aumenta la DFDA en 9.90%, aumenta la DPC en 10.44%, aumenta la concentración 
de acético en 16.13%, la de propiónico en 42.74%, los AGV totales en 21.74% y disminuye la 
relación A/P en 22.67%, sin afectar los otros parámetros de la fermentación ruminal evaluados 
(gas, pH, NH3-N, DMS, DFDN, ácido butírico). 
 
La inclusión de niveles crecientes de glicerina en los forrajes Megathyrsus maximus  y 
Brachiaria humidicola, bajo nuestra condiciones experimentales, no disminuyen las emisiones 
de metano, pero aumentan la producción de gas, la concentración de AGV (especialmente 
ácido propiónico) y disminuyen la relación A/P. 
 
La inclusión de 7% de glicerina sólida en forrajes de baja calidad como el Brachiaria 
humidicola, aumenta la DFDA en 17.85%, la DPC en 28.40%, la concentración molar de 
propiónico en 29.14% y los AGV totales en 17.16%, bajo nuestras condiciones experimentales. 
 
Bajo nuestras condiciones, la inclusión de niveles altos (21%) de glicerina sólida, afecta 
negativamente la degradación de la MS, FDN, FDA y PC. 
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7 Conclusiones y recomendaciones 
 
7.1 Conclusiones 
 
En nuestro estudio los resultados obtenidos confirman que la inclusión de niveles crecientes de 
monensina sódica, reduce las  emisiones de metano en forrajes tropicales  hasta en un 76%. 
Sin embargo, el efecto beneficioso en las emisiones de metano, se ve acompañado de efectos 
negativos, como son la disminución en la degradación de fracciones como la MS, FDN, FDA y 
PC, la producción de gas y la concentración de AGV.  
 
El ácido fumárico, bajo nuestras condiciones experimentales, no reduce las emisiones de 
metano en forrajes tropicales de calidad nutricional contrastante, pero afecta positivamente 
otros parámetros de la fermentación ruminal in vitro, como la producción de gas y la 
concentración de AGV, especialmente ácido propiónico. 
 
El efecto de la inclusión de niveles crecientes de taninos en forrajes tropicales depende del tipo 
de forraje y el nivel de inclusión utilizado, ya que la inclusión de 1% de taninos en forrajes de 
calidad nutricional alta como el Pennisetum clandestinum, disminuye las emisiones de metano 
sin afectar la degradación de la materia seca y la fracción fibrosa (FDN y FDA), y la inclusión de 
5% de taninos disminuye las emisiones de metano, en forrajes de calidad nutricional baja como 
la Brachiaria humidicola, pero puede disminuir algunos parámetros de la fermentación ruminal 
como la DMS, DFDN y DFDA. 
 
La  calidad nutricional de la dieta (forrajes de baja, media y alta calidad), parece ser un factor 
clave en la determinación del efecto del aceite de palmíste en las emisiones de metano, debido 
a que su inclusión en forrajes de alta calidad como el Pennisetum clandestinum y de media 
calidad como el Megathyrsus maximus , no disminuye la emisiones de metano. Pero su 
inclusión en forrajes de baja calidad como el Brachiaria humidicola disminuye las emisiones de 
metano hasta en un 35.22%, pese a que niveles de inclusión de 4 y 6% pueden disminuir la 
degradación de la MS, FDN, FDA y la concentración molar de AGV. 
 
El efecto de la glicerina sólida en las emisiones de metano depende del tipo de sustrato y del 
nivel de inclusión utilizado, teniendo en cuenta que la inclusión de 7% de glicerina en forrajes 
de alta calidad nutricional como el Pennisetum clandestinum, disminuye la producción de 
metano en 36.72%, aumenta la DFDA, la DPC, los AGV (principalmente ácido propiónico) y  
disminuye la relación A/P, sin afectar los otros parámetros de la fermentación ruminal 
evaluados (gas, pH, NH3-N, DMS, DFDN, ácido butírico). Sin embargo, en forrajes de media y 
baja calidad nutricional como el Megathyrsus maximus  y el Brachiaria humidicola, no 
disminuye las emisiones de metano, pese a que aumenta la producción de gas, la 
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concentración de AGV (especialmente ácido propiónico), la DFDA y DPC (en algunos casos) y 
disminuye la relación A/P. 
 
En general la efectividad o no de los aditivos y suplementos nutricionales evaluados, depende 
del tipo de sustrato incubado y el nivel de inclusión utilizado. 
 
En la generación de conocimiento sobre el potencial de varios aditivos y suplementos 
nutricionales para la mitigación del metano entérico, en las condiciones de alimentación de las 
explotaciones ganaderas de nuestro país, este estudio se considera pionero, y será la base 
para el posterior diseño e implementación de programas de investigación que profundicen en la 
temática, generando alternativas tecnológicas para la reconversión ganadera hacia sistemas 
ambientalmente sostenibles. 
 
 
7.2 Recomendaciones 
 
Es necesario evaluar niveles de inclusión más bajos, ya que con base en los resultados del 
presente estudio, se puede disminuir la distancia entre niveles de inclusión, para determinar 
con mayor precisión los niveles de inclusión óptimos, que disminuyan las emisiones de metano 
sin afectar los otros parámetros de la fermentación ruminal. 
 
En posteriores investigaciones se deben realizar cinéticas de fermentación ruminal, que 
permitan dilucidar el efecto de la adaptación de diversas poblaciones microbianas a los aditivos 
y suplementos nutricionales, en la producción de metano y los parámetros de la fermentación 
ruminal. 
 
Si los intereses se centran en disminuir las emisiones de metano en sistemas de lechería 
especializada, con forrajes de alta calidad nutricional como el Pennisetum clandestinum, se 
recomienda evaluar la inclusión de estos aditivos y suplementos nutricionales, teniendo como 
sustrato no solo el forraje, sino también el concentrado, ya que como se mencionó a lo largo del 
estudio, la efectividad de los aditivos y/o suplementos en las emisiones de metano, depende 
del tipo de sustrato utilizado. 
 
Se recomienda evaluar mezclas de aditivos y/o suplementos en posteriores estudios, es decir 
mezclar aditivos y/o suplementos cuyo mecanismo de acción se base en afectar el desempeño 
de bacterias metanogénicas (como la monensina, los taninos y los aceites), con aditivos y/o 
suplementos que promuevan la producción de ácido propiónico y con ello la reducción del 
metano (como el ácido fumárico y la glicerina). 
 
Finalmente, es recomendable evaluar el efecto de los aditivos y/o suplementos en las 
emisiones de metano y parámetros de la fermentación ruminal, con pruebas in vivo o en su 
defecto pruebas de fermentación ruminal in vitro de larga duración (como el RUSITEC), que 
permitan la adición del aditivo y/o suplementos en periodos de tiempo cortos, ya que en el 
presente estudio los efectos encontrados a 24 horas desaparecían a 48, debido muy 
posiblemente a que la técnica es completamente cerrada. 
 
 
